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^ suppl6mentaimr3) a recup^rer les cellules dedritiques ainsi formees. Applications : agents d'immunofoerapie. 
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PROCEDE D'OBTENTION DE CELLULES DENTRITIQUES , LES CELLULES DENTRITIQUES AINSI 
OBTENUES ET LEURS UTILISATIONS A DES FINS CLINIQUES 

La presente invention concerne le domaine de Timmunotherapie et plus 
particulierement celui des cellules dendritiques et de leur utilisation a titre d'agent 
5 d'immunotherapie. 

Les cellules dendritiques (DC) jouent un role cle dans 1'initiation de la 
reponse immunitaire primaire et des etudes cliniques pilotes ont mis en evidence 
leur capacite a induire une immunite anti-tumorale efficace. 

Les cellules dendritiques, qui sont presentent dans la peau (cellules de 
10 Langerhans), dans les muqueuses, le sang peripherique et la moelle osseuse, 
sont les cellules presentant des antigenes (Antigen-presenting cells ou APC) les 
plus puissantes dans le systeme immunitaire. Elles sont caracterisees par une 
morphologie unique et un phenotype de surface specifique. 

En particulier, elles expriment Tantigene CD83 et sont capables d'exprimer 
15 des quantites importantes de MHC classes I et II et d'initier des reactions mixtes 
avec les leucocytes (MLR). En revanche, elles sont depourvues de certains 
marqueurs myeloides, notamment du marqueur CD14. 

Etant donne leurs proprietes specifiques, ces cellules ont ete proposees 
comme elements essentiels dans les therapies cellulaires qui necessitent la 
20 presentation d'antigenes aux lymphocytes T. 

Les cellules dendritiques (DC) ont un mode de differentiation specifique 
qui comprend deux stades importants, le stade immature et le stade mature, 
selon un ensemble de caracteristiques phenotypiques et fonctionnelles (1.2). Les 
DC immatures obtenues in vitro a partir de monocytes par culture avec un 
25 facteur stimulant les colonies de granulocytes-macrophages (GM-CSF) et une 
interleukine bloquant la differentiation vers la voie macrophagique (IL-4 ou IL-13) 
sont analogues aux DC du tissu peripherique, c'est-a-dire aux cellules de 
Langerhans et aux cellules dendritiques interstitielles. Ces DC immatures sont 
capables de capturer les antigenes avec une grande efficacite en utilisant des 
30 recepteurs specialises, tels que les recepteurs pour le fragment Fc des 
immunoglobulines (FcR) (3,4), le recepteur au mannose (MR) (5) et les 
recepteurs phagocytaires, en particulier CD36 et Tintegrine ctvpS (6). Elles 
peuvent ainsi internaliser les proteines, les lysats de cellules entieres, TARN et 
les cellules apoptotiques. En revanche, elles expriment seulement de faibles taux 
35 de molecules costimulatrices necessaires pour Tactivation des lymphocytes T. 
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Lorsqu'elles sont exposees a des signaux de maturation, donnes 
principalement par les antigenes, les cytokines inflammatoires ou les produits 
bacteriens, les DC perdent leurs capacites phagocytaires et endocytaires (5,6) 
mais accroissent Texpression du complexe majeur d'histocompatibilite (CMH) de 
5 classe I, du CMH de classe II, 1'expression de CD80 et CD86 et deviennent de 
tres puissantes cellules presentant des antigenes (APC). Le passage du stade 
immature au stade mature est associe a I'expression des recepteurs des 
chemokines. Les DC matures ont une expression diminuee de CCR1 et CCR5, 
qui sont les recepteurs des chemokines inflammatoires, les proteines 

10 inflammatoires de macrophages M!P-1a, MIP-10 et RANTES, et de fa?on 
concomitante, elles ont une expression augmentee de CCR7, qui est le 
recepteur pour le ligand E1B (ELC)/MIP-3p, lequel est exprime de fagon 
constitutive dans les organes lymphoides secondares (7-9). Ces changements 
dans I'expression des recepteurs des chemokines sont importants pour la 

15 circulation in vivo des DC. Les DC immatures sont recrutees par les chemokines 
inflammatoires dans les sites d'entree des antigenes. Apres activation par les 
antigenes et stimuli inflammatoires, elles perdent les recepteurs CCR1 et CCR5 
et acquierent I'expression de CCR7. Les DC matures peuvent ensuite entrer 
dans les vaisseaux lymphatiques et migrer vers les ganglions lymphatiques 

20 afferents ou elles presentent des epitopes derives d'antigenes pour les 
lymphocytes naYfs et les lymphocytes memoires presents dans ces ganglions. 

Ainsi, on a deja propose de les utiliser en tant que vecteurs pour des 
vaccinations anti-tumorales (10). Recemment, Nestle et ah ont montre que 
Pinjection intralymphatique de DC immatures activees avec des peptides 

25 tumoraux ou des lysats cellulaires tumoraux ont pu provoquer une reponse 
immunitaire anti-melanome (11). 

L'utilisation de cellules dendritiques a des fins d'immunotherapie necessite 
plusieurs millions de cellules a plusieurs reprises. De plus, ces cellules doivent 
etre capables de circuler dans le corps humain de maniere selective vers les 

30 ganglions pour que le traitement soit efficace. II importe egalement de disposer 
de cellules engagees de faq;on irreversible dans la voie de differentiation 
dendritique, c'est-a-dire de cellules matures qui ne soient pas susceptibles de se 
transformer dans Torganisme en macrophages. 

Plusieurs etudes concernant la modulation des recepteurs des chemokines 

35 ont ete realisees avec des DC obtenues par culture dans un milieu contenant du 
serum de veau fetal (FCS). Or, les antigenes xenogenes peuvent etre 
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immunodominants et peuvent gener le developpement de I'immunite anti- 

tumorale specifique. 

Differentes equipes de chercheurs se sont done concentrees sur la 

production de DC derivees de monocytes dans des milieux exempts de FCS en 
5 utilisant des milieux complements avec 1 a 10 % de plasma autologue (12-17), 

de serum autologue (18) ou d'un pool de serums humains AB (13,19-22,31). 

Toutefois, meme le serum autologue peut poser un probleme puisqu'il contient 

de nombreuses proteines, en particulier des anticorps (23) qui peuvent modifier 

la voie de fixation et de modification intracellular des antigenes. De plus, 
10 certains antigenes tumoraux de type MUC-1 dans plusieurs cancers ou 

Pimmunoglobuline monoclonale dans le myelome multiple, sont presents dans le 

serum a des taux eleves et variables, ce qui peut affecter une presentation 

reproductible par les DC. 

Pour toutes ces raisons, des procedes d'obtention de DC capables 
15 d'activer les lymphocytes T dans des milieux exempts de serum ont ete proposes 

(24-26). 

Les demandes internationales W098/23728, WO98/06823 et WO98/06826 
decrivent egalement des procedes d'obtention des cellules dendritiques dans 
des milieux exempts de serum. La demande internationale WO98/06826 decrit 

20 entre autre I'utilisation d'un milieu exempt de serum, le milieu X-VIVO 15 
complements avec 1% d'albumine humaine (HA). II est precise dans cette 
demande que I'utilisation de 1% de HA n'ameliore pas de fagon significative la 
croissance des cellules, leur phenotype ou leur capacite stimulante. De plus, 
I'expression de CD86 est augmentee au bout de 14 jours de culture dans un tel 

25 milieu. 

On a maintenant trouve, de fa?on surprenante, que Ton peut obtenir des 
quantites importantes de cellules dendritiques, qui peuvent etre utilisees en 
immunotherapie par culture de cellules mononuclees particulieres dans un milieu 
exempt de serum convenablement complements avec de Talbumine humaine en 

30 presence d'un facteur stimulant la formation de colonies de granulocytes 
macrophages (GM-CSF) et d'une cytokine, en particulier l'interleukine-4 (IL-4) ou 
rinterleukine-1 3 (IL-13) puis en presence d'au moins un mediateur inflammatoire, 
tel que par exemple le facteur de necrose tumorale alpha (TNF-a). 
Ainsi le procede de I'invention consiste : 

35 1) a cultiver pendant 4 a 6 jours, de preference 5 jours des cellules 

mononuclees issues de cytapherese apres mobilisation dans un milieu exempt 
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de serum complemente avec de Talbumine humaine en presence d'un facteur 
stimulant les colonies de granulocyte-macrophage (GM-CSF) et d'une 
interleukine (IL) bloquant la differentiation vers la voie macrophagique ; 

2) a ajouter au milieu de culture du TNF-a et eventueliement un mediateur 
5 inflammatoire et a poursuivre la culture pendant environ 1 a 4 jours, de 

preference 2 jours supplementaires ; 

3) a recuperer les cellules dendritiques ainsi formees. 
Avantageusement, on peut ajouter au milieu de culture, les deuxieme et 

quatrieme jours, du milieu frais contenant du GM-CSF et une interleukine. 
10 Selon une variante de mise en ceuvre du procede de Tinvention, on peut 

utiliser de la prostaglandine E2 (PGE2) conjointement avec le TNF-a. 

Par "milieu de culture sans serum" on designe tout milieu de culture 
couramment utilise pour la culture des cellules a des fins cliniques, qui contient 
les substances nutritives essentielles pour la croissance des cellules 
15 hematopoTetiques notamment une source de carbone, d'azote, de la transferrine. 
Ces milieux sont exempts de serum humain ou de serum animal. 
Des exemples de milieux de culture exempts de serum appropries aux fins 
de I'invention sont decrits par exemple dans WO95/00632 et US5 405 772. 

Des exemples particuliers de tels milieux sont les milieux X-VIVO 10 ou 
20 X-VIVO 15 commercialises par la societe Biowhittaker, Walkersville, MD, USA. 

Le milieu X-VIVO 15 est particulierement prefere pour la mise en ceuvre de 
I'invention. 

Le milieu de culture doit etre complemente avec de I'albumine humaine a 
raison de 1 a 2 % (poids/volume), de preference 2 %. 

25 Par "cellules mononuclees" on designe les cellules mononuclees (MNC) 

provenant du sang peripherique de sujets normaux ou de patients presentant un 
cancer ou toute autre maladie dans laquelle le systeme immunitaire est implique, 
telle que les maladies infectieuses, virales ou parasitaires, par exemple le Sida 
ou les maladies dysimmunitaires, telles que par exemple la polyarthrite 

30 rhumatoide, le lupus, etc. 

Les cellules mononuclees (MNC) utilisees comme produit de depart dans 
le procede selon I'invention sont des cellules mononuclees obtenues par 
cytapherese apres mobilisation par chimiotherapie et/ou par au moins un facteur 
de croissance cellulaire. 

35 Ainsi, les cellules mononuclees utilisees dans le procede de ('invention 

proviennent soit de sujets normaux ou de patients presentant un cancer qui ont 
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ete soumis a une chimiotherapie, a savoir a un traitement specifique a Taide d'un 
agent chimiotherapeutique et eventuellement d'un facteur de croissance 
cellulaire, soit de patients presentant une maladie infectieuse, virale ou 
parasitaire qui ont ete traites avec un facteur de croissance cellulaire, tel que ies 
5 cytokines, y compris Ies facteurs de croissance hematopoYetiques. 

A titre d'exemple de facteur de croissance qui peuvent etre utilises pour la 
mobilisation des cellules mononuclees, on peut citer : 

- Ies facteurs stimulants Ies colonies de granulocytes (G-CSF), tels que Ies 
produits connus sous Ies denominations commerciales « filgrastim 

10 NEUPOGEN » de Amgen-Roche, « Lenograstim GRANOCYTE» de Rhone- 
Poulenc/Chugai ; 

- Ies facteurs stimulant Ies colonies de granulocytes-macrophages (GM- 
CSF), tel que Ies produits connus sous Ies denominations commerciales 
LEUCOMAX de Schering Plough ou le facteur de croissance des cellules 

1 5 souches (SCF) de Amgen. 

Les cellules mononuclees mobilisees qui sont mises en oeuvre selon 
Tinvention comprennent notamment les monocytes, les lymphocytes, les cellules 
souches hematopoYetiques. 

La mobilisation par chimiotherapie est realisee a I'aide de I'agent 
20 chimiotherapeutique approprte au type de cancer presente par le patient, 
donneur des cellules a utiliser dans le procede de ('invention. On peut utiliser un 
agent chimiotherapeutique quelconque, tel que par exemple le 
cyclophosphamide. 

Les quantites de GM-CSF, d'interleukine, de TNF-cc et de PGE2 a utiliser 
25 dans le procede de ['invention sont celles qui sont habituellement utilisees pour 
les cultures cellulaires. 

On precisera que le GM-CSF peut etre utilise a raison de 1 ng/ml a 
1 000 ng/ml, de preference 50 a 500 ng/ml, avantageusement 100 ng/ml de 
milieu. 

30 L'interleukine est generalement utilisee en des quantites allant de 1 ng/ml a 

1 000 ng/ml t de preference 10 a 50 ng/ml, avantageusement 25 ng/ml de milieu. 

On peut egalement utiliser le TNF-a a raison de 1 ng/ml a 1 000 ng/ml et 
la PGE2 a raison de 10 ng/ml a 10 pg/ml, avantageusement de 20 ng/ml a 
1 }jg/ml. 
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La culture des cellules precurseurs de cellules dendritiques est realisee 
dans des recipients en plastique couramment utilisees dans ce domaine, tels 
que les flacons ou sacs de cultures cellulaires permettant Tadherence des 
5 cellules. 

La culture est avantageusement realisee dans des incubateurs dans les 
conditions normales de culture de cellules (sterilite ; C0 2 environ 5 % ; humidite 
environ 95 % et temperature environ 37°C). 

Selon un autre aspect, invention a pour objet des cellules dendritiques qui 
10 sont <xvp3~ ; avps* ; CCR5" et CCR7\ c'est-a-dire qu'etles sont depourvues des 
recepteurs avp3~ et CCR5 et pourvues des recepteurs avps et CCR7. 

Ces cellules dendritiques, qui peuvent etre obtenues par le procede defini 
precedemment, sont des cellules matures irreversibles. Elles sont utilisables 
comme agent d'immunotherapie dans toutes les therapies cellulaires, teiles que 
15 par exemple le traitement des cancers ou des maladies infectieuses, virales ou 
parasitaires. 

Ainsi Pinvention a egalement pour objet Tutilisation des cellules 
dendritiques avp 3 * ; avp 5 + ; CCR5* et CCR7* pour la fabrication d'un agent 
d'immunotherapie utile pour le traitement de toute maladie impliquant le systeme 
20 immunitaire. 

En effet, avec les cellules dendritiques selon I'invention on peut reduire 
rinternalisation et la presentation de proteines xenogenes, allogenes ou 
autologues non identifiees et limiter ainsi les reponses immunitaires qui ne sont 
pas specifiques aux antigenes tumoraux. 
25 Les DC selon I'invention sont capables de capturer in vivo des antigenes 

tumoraux soit par endocytose des proteines soit par phagocytose des cellules 
apoptotiques. 

Ces DC sont capables de migrer vers les ganglions lymphatiques afin de 
presenter les peptides derives d'antigenes diriges contre les lymphocytes T. 
30 Elles sont egalement capables de produire l'interleukine-12 favorisant une 
differenciation des cellules CD8+ naives en des lymphocytes T cytotoxiques. 
Elles presentent un phenotype stable apres retrait des cytokines utilisees lors 
des cultures ex vivo. 

Le procede de ('invention permet d'obtenir des cellules dendritiques 
35 immatures et des cellules dendritiques matures. 
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En presence de GM-CSF et d'une interleukine, on obtient des cellules 
dendritiques immatures CD83" CD14 faib,e . Ces DC expriment HLA-DR, CD80 et 
CD86 ainsi que des recepteurs endocytaires et phagocytaires, a savoir MR, 
CD36 et avp5. 

5 De plus, ces DC immatures sont capables de phagocyter des cellules 

tumorales apoptotiques par la phagocytose des monocytes apoptotiques. Une 
stimulation de ces DC immatures avec du TNF-a plus GM-CSF et IL-4 pendant 2 
jours supplementaires conduit a I'obtention de cellules correspondant de fa$on 
phenotypique et fonctionnelle a des cellules dendritiques matures. Ces cellules 

10 matures ont exprime CD83 et des quantites plus elevees de HLA-DR, CD80 et 
CD86 par rapport aux DC immatures GM/IL-4. 

Elles sont capables d'activer les lymphocytes T allogenes avec la meme 
efficacite que les DC matures obtenues en presence de FCS. 

De plus, ces DC matures expriment egalement des recepteurs 

15 endocytaires comme les recepteurs au mannose ou les recepteurs a la 
phagocytose de type <xvp5 et CD36. Ces DC matures ont toutefois une capacite 
pour endocyter le dextrane ou phagocyter les cellules tumorales apoptotiques 
plus faibles que les DC immatures dont elles sont issues. 

La reponse aux chemokines pour les DC obtenues selon Tinvention, a ete 

20 modulee de fa?on similaire a celle des DC obtenues dans du milieu contenant du 
FCS. En fait, les DC immatures obtenues selon invention ont exprime CCR5 et 
n'ont pas repondu a MIP-30. Ainsi, apres injection in vivo, ces cellules devraient 
etre piegees de preference dans des sites inflammatoires ou MIP-1a, MIP-1p ou 
RANTES sont produits (25). Apres traitement avec du TNF-a, les DC selon 

25 Tinvention ont perdu I'expression de CCR5 et ont acquis la capacite de repondre 
a MIP-3(3. On peut penser qu'une proportion elevee de ces DC matures sera 
capable d'etre piegee dans des zones de ganglions lymphatiques de cellules T 
ou le MIP-3p est produit et d'initier une reponse immunitaire efficace. 

De plus, on a montre que la PGE2 qui est connue pour accroTtre la 

30 maturation des DC dans des milieux sans FCS (14,21), peut jouer un role sur la 
migration des DC. Dans les conditions de culture selon Tinvention, la PGE2 n'a 
pas largement modifie le phenotype des DC produites avec GM/IL-4 et TNF, a 
Texception d f un accroissement de ('expression de CD83, et n f a pas d'effet additif 
supplemental avec TNF-a pour Tactivation des cellules T. Toutefois, la PGE2 a 

35 accru la migration des DC en reponse a MIP-3p. La migration des DC dans les 
organes lymphoTdes peut done etre selective. 
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Afin d'induire la production des cellules T cytotoxiques anti-tumorales, les 
DC doivent etre capables de diriger la differenciation des cellules T naYves vis-a- 
vis du sous-ensemble de type 1 exprimant IFN-y et IL-2. LML-12 constitue la 
cytokine principale impliquee dans la polarisation de cellules TCD4+ vis-a-vis des 
5 cellules Th1. Dans le modele de reponse des cellules T anti-EBV, il a ete mis en 
evidence que ('expression de IL-10 par des lignees cellulaires lymphoblastoTdes 
est associee avec I'emergence des cellules T CD8+ de type 2 (32) qui produisent 
IL-4 et IL-10 et qui ne sont pas cytotoxiques (33). Au contraire, les cellules 
CD8+ de type 1 produisent de NFN-y et de TIL-2 et sont cytotoxiques. Ainsi, des 

10 DC produites in vitro a des fins de vaccination anti-tumorale doivent idealement 
produire IL-12 et non IL-10. En effet, IL-10 possede un effet nocif 
supplementaire sur la maturation des DC. En fait, les DC traitees avec IL-10 
pendant la phase de maturation induisent I'anergie specifique aux antigenes des 
cellules T CD4+ et CD8+ (25,34). Les DC obtenues selon I'invention, differentes 

15 de celles obtenues en presence de FCS (35,36), ont produit uniquement de 
faibles quantites de IL-12 mais des quantites importantes de 
IL-10 en reponse a la ligature a CD40, en accord avec les etudes montrant que 
les DC myeloides etaient capables de produire IL-10, en particulier en suivant la 
stimulation par CD40 (37,38). 

20 Toutefois, on a montre que la maturation des DC induites par TNF-a a 

entrame Tinduction de la production de IL-12 et une inhibition dramatique de la 
synthese de IL-10 apres activation par CD40. Ainsi, les DC matures selon 
I'invention sont capables de declencher la differenciation des lymphocytes T 
naYfs en lymphocytes T de type 1. L'addition de PGE2 a de plus inhibe la 

25 production de IL-10 mais egalement la production de IL-12 matures obtenues. 

L'invention a egalement pour objet un procede de traitement 
immunotherapeutique qui consiste a prelever a un patient a traiter des cellules 
mononuclees par cytapherese apres mobilisation par chimiotherapie et/ou avec 
un facteur de croissance celiulaire et eventuellement congelation/decongelation, 

30 a traiter lesdites cellules selon le procede defini ci-dessus et a les activer au 
cours de Petape 2) dudit procede (etape de maturation) par des antigenes 
specifiques selon les procedures habituelles bien connues de Thomme de metier, 
par exemple par endocytose et ensuite a reinjecter les cellules DC obtenues 
audit patient. 
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Avantageusement, ces cellules dendritiques peuvent etre congelees 
apres I'etape de maturation/activation selon les techniques habituelles sans 
modification substantielle de leurs proprietes. 

Les DC selon I'invention conviennent en particulier pour les traitements par 
5 allogreffes ou autogreffes. 

L'invention va etre illustree plus en detail par les exemples ci-apres donnes 
a titre non limitatifs et par les figures qui represented ci-apres : 

- la Figure 1 montre I'effet de la maturation des DC sur I'endocytose de 
FITC-dextran : 

10 A) avec des DC obtenues par culture sur milieu X-VIVO 15-2 % HA en 

presence de GM-CSF et IL-4 ; 

B) avec des DC obtenues par culture sur milieu X-VIVO 15-2 % HA en 
presence de GM-CSF, IL-4 et TNF-a ; 

C) avec des DC obtenues par culture sur milieu X-VIVO 15-2 % HA en 
15 presence de GM-CSF, IL-4 et PGE 2. 

Les courbes en pointilles correspondent au temps d'incubation des DC 
avec FITC-dextran de 7 minutes, les courbes en traits pleins a I'incubation 
pendant 15 minutes et les courbes en traits gras a I'incubation pendant 30 
minutes ; sur I'axe des abscisses sont indiquees I'intensite de fluorescence et 
20 sur I'axe des ordonnees le nombre d'evenements ; 

- la Figure 2 montre I'apoptose de cellules XG-1 par le cycloheximide 
(CHX) par mesure de la fluorescence des cellules colorees par I'Annexin-V FITC 
et par I'iodure de propidium (PI) ; 

25 

- la Figure 3 montre la phagocytose des cellules tumorales apoptotiques 
par les DC immatures et I'absence de phagocytose par les DC matures ; 

- la Figure 4 montre I'effet de la maturation des DC sur Texpression de 
30 CCR5. 

- la Figure 5 montre la migration des DC matures et la non-migration des 
cellules immatures en reponse a (ELC)/MIP-3p. 

35 - la Figure 6 montre ('activation des cellules T allogenes par les DC 

matures. 
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EXEftflPLE 1 : Production des cellules dendritiques (DC) 

On a recueilli des cellules de cytapherese (AC) provenant de quatre 
patients presentant differents cancers pendant la mobilisation des precurseurs 
5 hematopoTetiques avec le cyclophosphamide et le facteur humain de stimulation 
des colonies de granulocytes (G-CSF, filgrastim ; NEUPOGEN, Amgen-Roche, 
Neuilly-sur-Seine, France). Chaque lot de cellules AC recueillies a ete congele 
dans de Pazote liquide puis decongele et lave a deux reprises en presence d'un 
chelateur du calcium et du magnesium. Chaque lot de cellules a ensuite ete mis 

10 dans un flacon de culture cellulaire contenant du milieu X-VIVO 15 compiemente 
avec 2 % d'albumine humaine (X-VIVO-2% HA) et on a laisse les cellules 
adherer sur la surface du flacon de culture pendant 2 h. On a eiimine les cellules 
qui n'ont pas adhere et on a cultive les cellules qui ont adhere en presence de 
100 ng/ml de GM-CSF (Leucomax, Sandoz, Basel, Suisse) et 25 ng/ml de IL-4 

15 (R&D Systems, Minneapolis, MN) pendant 7 jours dans du milieu X-VIVO 15 
compiemente avec 2 % de HA. A des fins de comparaison, on a egalement 
cultive des cellules qui ont adhere en presence de 100 ng/ml de GM-CSF et 25 
ng/ml de IL-4 soit dans du milieu RPMI 1640 compiemente avec 10 % de FCS 
(milieu de reference), soit dans du milieu X-VIVO 15 seul ou dans du milieu X- 

20 VIVO 15 compiemente avec 5 % de SAB, 5 % de serum autologue ou 5 % de 
plasma autologue. Dans chaque cas, on a ajoute les deuxieme et quatrieme 
jours du milieu frais contenant GM-CSF et IL-4. Apres 5 jours de culture, on a 
ajoute du milieu contenant GM-CSF et IL-4 avec du TNF-a (R&D Systems) a 
20 ng/ml ou du TNF-a a 20 ng/ml et du PGE2 (Sigma Chemical, St Louis, MO) a 

25 1 pg/ml. Apres 48 h, on a recueilli les cellules et on les a comptees. Le 
rendement en cellules est donne dans le tableau I ou on constate que le 
rendement en cellules obtenu en presence de GM-CSF et de IL-4 a atteint 12 % 
avec du serum AB, 18% avec du plasma autologue, 22% avec du serum 
autologue et 16 % avec du HA. Le milieu X-VIVO 15-2 % de HA compiemente 

30 avec GM-CSF et IL-4 est le milieu le plus efficace pour obtenir des DC 
immatures de qualite clinique CD14" /faib,e CD83" HLA-DR~ exprimant de grandes 
quantites de CD80 et CD86. 

Comme le montrent egalement les resultats du tableau I, le serum AB, le 
plasma autologue et le serum autologue ont ete moins actifs que HA pour 

35 I'obtention in vitro des DC matures. 
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Etant donne qu'une cytapherese de 5 heures permet en general de 
recuperer 40 a 50 x 10 9 cellules mononuclees, on a done pu obtenir dans les 
conditions operatoires de invention 6 a 8 x 10 9 DC de fagon reproductible. 
Cette quantite de cellules est suffisante pour permettre au moins 6 vaccinations 
5 avec10 9 DC. 

La culture de cellules sur milieu X-VIVO 15 seul a ete realisee a partir des 
cellules de cytapherese de 8 donneurs mobilisees par le facteur de croissance 
hematopoietique (G-CSF) ou par le cyclophosphamide et le facteur de 
croissance hematopoietique. 

10 Pour 5 des 8 donneurs, les cellules cultivees en milieu X-VIVO 15 en 

presence de GM-CSF et d'IL-4 pendant 7 jours avaient une viabilite inferieure a 
65% ce qui n'a pas permis d'analyser leur phenotype et leurs fonctions 
contrairement aux cellules des memes donneurs cultivees en presence de X- 
VIVO 15-2% d'albumine humaine, GM-CSF et IL-4 pendant 7 jours. 

15 Le milieu X-VIVO 15 seul ne permet pas de generer de fa?on reproductible 

des cellules dendritiques immatures. L'addition de 2% d'albumine humaine a 
permis dans tous les cas une generation de cellules dendritiques parfaitement 
viables et fonctionnelles et irreversibles. 

20 EXEMPLE 2 : Analyse phenotypique par cytometric de flux des cellules DC 

Pour caracteriser le phenotype des DC obtenues selon Texemple 1, on a 
determine le pourcentage de cellules exprimant CD14, HLADR, CD83, CD80 et 
CD86 par cytometrie de flux (FACS) en utilisant les anticorps monoclonaux 
suivants : CD1a-PE, CD14-PE, CD36-F1TC, CD80-PE, CD83-PE, HLA-DR-FITC 

25 (Immunotech, Marseille, France) ; les anticorps monoclonaux CCR5-PE, 
CD51/CD61-FITC, CD86-FITC, MR-PE (Pharmingen, San Diego, CA) et les 
anticorps murins IgG apparies suivant I'isotype (Immunotech). 

Le phenotype total des DC obtenus selon I'exemple 1 est similaire a celui 
des DC immatures obtenues par culture dans le milieu RPMI en presence de 

30 FCS (tableau I). En utilisant le milieu X-VIVO 15 complemente avec du serum 
AB, du plasma autologue ou du serum autologue, le pourcentage des cellules 
CD14* a ete grandement augmente (jusqu'a 80% dans du X-VIVO 15-serum 
AB) et les cellules resultantes ont exprime une densite plus faible de HLA classe 
II et de molecules costimulatrices. En revanche, selon le procede de I'invention, 

35 e'est-a-dire avec le milieu X-VIVO 15-2 % de HA, on a pu obtenir un nombre 
eleve de DC (CD14\ HLA-DR"\ CD80* + , CD86 + *) sans addition de proteines 
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xenogenes, de proteines allogenes, d'anticorps humains ou d'antigenes 
tumoraux autologues non identifies. 

Des resultats similaires ont ete obtenus avec des AC provenant de quinze 
donneurs, cultivees dans les conditions operatoires de I'invention, c'est-a-dire 
5 dans un milieu X-VIVO 15 complements avec 2 % d'albumine humaine en 
presence de GM-CSF, IL-4 et TNF-a avec ou sans PGE2. Ces resultats figurent 
dans le tableau II 

Le CD83, marqueur specifique des DC matures, a pu etre detecte 
apres 24 h de culture en presence de TNF-a et a atteint un maximum 
10 ^expression en 48 h. La combinaison de PGE2 et TNF-a a induit ('expression de 
CD83 jusqu'a 83% de cellules par rapport a 64% avec du TNF-a seul 
(p = 0,007) (tableau II). Les PGE2 ont egalement coopere avec le TNF-a pour la 
regulation en amont de CD80 et CD86 sur les DC (tableau I et tableau II). 

Dans une autre serie d'experiences, on a opere dans les memes conditions 
15 que ci-dessus sauf que le cinquieme jour, on a ajoute la PGE2 sans TNF-a. 

Le pourcentage des cellules CD14* obtenues en presence de 
GM-CSF + IL-4 + PGE2 etait superieur a celui obtenu en presence de GM-CSF 
et IL-4 seuls, ce qui suggere que le PGE2, lorsqu'il est utilise sans TNF-a induit 
la reversion d'au moins certaines DC immatures en cellules de type macrophage 
20 bien que le GM-CSF et IL-4 etaient continuellement presents dans le milieu de la 
culture. 

De la meme fa?on t quand les DC immatures, obtenues dans du 
X-VIVO 15-2 % de HA complements avec GM-CSF et IL-4, ont ete recoltees le 
septieme jour t lavees de fa?on extensive et cultivees dans le milieu de culture 

25 sans cytokine pendant 3 jours supplementaires, elles ont de nouveau adhere au 
sac de culture et ont exprime CD14. II s'agit la d'une reversion de ces DC 
immatures en cellules de type macrophage. En revanche, la morphologie 
cellulaire et le phenotype cellulaire des DC matures, produites par addition de 
TNF-a seul ou de TNF-a + PGE2. n'ont pas ete affectes de fa?on marquee 

30 apres retrait des cytokines, ce qui indique que la maturation a eu lieu de maniere 
irreversible. 

EXEftflPLE 3 : Endocvtose par MR 

On a etudie I'endocytose au niveau cellulaire des DC obtenues par culture 
35 de cellules AC mobilisees selon le traitement indique dans I'exemple 1 dans du 
milieu X-VIVO 15 - 2 % HA en presence de GM-CSF et d'IL-4 pendant cinq 
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jours. Le cinquieme jour, on a ajoute du milieu frais contenant GM-CSF et IL-4, 
ou GM-CSF, IL-4 et TNF-a ou GM-CSF et IL-4, TNF-a et PGE2. Le septieme 
jour, on a determine Texpression de MR, CD36, avp3 et avp5 par la methode 
d'analyse FACS. 

5 Pour determiner Texpression du marqueur MR on a opere selon la 

methode decrite par Tarte et al. (27) en utilisant du FITC-dextran pouvant fixer la 
lysine, MM = 40 000 (Molecular Probes Inc., Eugene, OR). On a recueilli les DC 
immatures et matures le septieme jour et on les incubees a 37°C pendant 7, 15 
et 30 min ou a 4°C pendant 30 min (fixation de fond) avec 1 mg/ml de FITC- 
10 dextran. On a ensuite lave les DC avec du PBS froid complemente avec 1 % de 
FCS et 0,02 de NaN 3 et on a analyse la fluorescence avec un appareil FACScan. 

La moyenne du pourcentage de cellules positives obtenues par culture des 
AC de six donneurs est indiquee dans le tableau III. 

Ces resultats montrent que les DC immatures obtenues dans du X- 
15 VIVO 15-2 % de HA par culture de 7 jours avec GM-CSF et IL-4 ont largement 
exprime des MR et cette expression a significativement diminue de plus de 50 % 
lors de la maturation des DC induite soit par TNF-a seul (p = 0,03), soit par TNF- 
a + PGE2 (p = 0,03). 

L'endocytose du FITC-dextran par les cellules matures obtenues selon 
20 Tinvention avec du TNF-a ou du TNF-a + PGE 2 a profondement diminue par 
rapport aux DC immatures comme cela est montre par la Figure 1 . 

EXEMPLE 4 : Induction de I'apoptose dans les cellules plasmatigues maliqnes 
Pour tester le potentiel phagocytaire des DC obtenues selon le procede de 

25 invention, on a utilise des cellules tumorales apoptotiques. 

XG-1 est une lignee cellulaire de myelome multiple dont les 
caracteristiques ont ete decrites en detail par Zhang et al. (28). On a incube des 
cellules XG-1 (2,5x10 5 /ml) avec 4 pm/ml de cycloheximide (CHX) dans du 
milieu RPMI 1640-10 % de FCS complemente avec 3 ng/ml de IL-6 a 37°C. On a 

30 enregistre la cinetique de I'apoptose cellulaire en utilisant une double coloration 
avec le colorant connu sous la denomination Annexin-V FITC (Boehringer 
Mannheim, Meylan, France) et de I'iodure de propidium (PI) (Sigma). Dans un 
premier temps, les cellules apoptotiques ont ete colorees uniquement par 
TAnnexin-V (Annexin-WPO tandis que dans un deuxieme temps, les cellules 

35 necrotiques ont incorpore egalement du PI en raison d'une perte de I'integrite de 
leur membrane (Annexin-V7Pf). Apres traitement avec le CHX, on a lave les 
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cellules tumorales a trois reprises dans du X-VI VO 1 5-2 % de HA avant de les 
mettre en coculture avec des DC obtenues selon le mode operatoire decrit a 
rexemple 1 . 

Les resultats obtenus sont reportes sur la figure 2. Ces resultats montrent 
5 qu'apres 6 h de culture avec 4 |jg/ml de CHX, 60 % des cellules de myelome 
XG-1 ont montre des caracteristiques de mort cellulaire apoptotique precoce, 
c'est-a-dire une liaison de Annexin-V mais une non-incorporation de PI. 

EXERflPLE S : Phaqocvtose des cellules apoptotiques 

10 La phagocytose des cellules apoptiques constitue un autre mode d'entree 

des antigenes et joue un role majeur dans le phenomene d*amor?age croise. 
Recemment, plusieurs recepteurs phagocytaires ont ete identifies sur les DC 
obtenues en presence des serums humains et il a ete montre qu'un milieu 
conditionne pour des monocytes (MCM), qui conduit a une maturation des DC 

15 irreversible, regule en aval leur expression (6). 

On a teinte en vert les DC immatures et matures en utilisant du PKH67-GL 
(Sigma) et on les a cultivees pendant 2 h pour permettre la liberation du colorant 
non lie. On a teinte en rouge des cellules XG-1 en utilisant du PKH26-GL 
(Sigma) selon les instructions du fabricant avant leur induction pour subir 

20 I'apoptose par CHX pendant 6 a 8 h. Ensuite, on a cocultive les cellules XG-1 
teintees en rouge avec des DC immatures ou matures teintees en vert dans un 
rapport de 1:1 dans du X-VIVO 15-2 % de HA selon le protocole decrit par Albert 
et aL (6) . Apres 90 min a 37°C, on a analyse les fluorescences vertes et rouges 
avec un appareil FACScan. Dans les experiences de blocage, on a 

25 co-incube les cellules XG-1 et les DC a 4°C. 

Les marqueurs CD36, av03 et avp5 ont ete determines selon la methode 
par marquage par anticorps monoclonaux et cytometrie de flux. 

Pour la coloration de av05, on a tout d'abord incube les cellules avec un 
anticorps rnAb primaire avp5 (Chemicon Int, Temecula, CA) t puis avec un 

30 anticorps de chevre anti-lg de souris conjugue a FITC (Immunotech). On a 
realise les analyses avec un appareil FACScan (Becton Dickinson). 

Les donnees provenant d*une experience representative parmi 3 sont 
representees sur la figure 3. Plus d'un tiers des DC immatures ont englouti des 
XG-1 apoptotiques apres 90 min de coculture. Seuls 10 a 12% des DC 

35 immatures ont ete teintees deux fois apres coculture avec des cellules XG-1 
non-apoptotiques. La phacocytose des cellules tumorales par des DC immatures 
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a ete confirmee visuellement sur des cytospines de cocultures teintees. La 
phagocytose a ete completement bloquee a basse temperature (figure 3). 
Uinduction de la maturation des DC a produit une diminution de Pactivite 
phagocytaire. En effet, seuls 12 % des DC matures obtenues apres addition de 
5 TNF-a ont internalise les XG-1 apoptotiques apres 90 min de coculture (figure 
3). Une meme diminution de la phagocytose a ete obtenue avec des DC matures 
obtenues avec TNF-a + PGE2 (figure 3). 

Dans les conditions de Pinvention. les DC immatures ont exprime des 
quantites elevees de CD36 et d'integrine av{35; en revanche Pintegrine avp3 n'a 

10 pas ete detectee comme le montrent les resultats consignes dans le tableau III. 
Ces resultats montrent egalement qu'en presence de TNF-a, les expressions de 
CD36 et av05 ont ete significativement diminuees respectivement de plus d'un 
demi (p - 0,002) et de 20-35 % (p = 0,03). Le PGE2 n'a pas eu d'effet 
supplemental avec le TNF-a pour la diminution de ('expression des recepteurs 

1 5 phagocytaires. 

EXEMPLE 6 : Reponse aux chemokines des DC 

On a repete Poperation avec six donneurs differents et on a mesure 
Pintensite moyenne de fluorescence (MFI). Les resultats obtenus figurent dans le 
20 tableau 4. 

1) detection du recepteur CCR5 

Dans ce test, on a utilise Panticorps monoclonal anti-CCR5 (Pharmingen, 
San Diego, CA, USA) pour detecter le recepteur CCR5 qui est un recepteur 
pour les chemokines inflammatoires. 
25 On a incube les cellules DC matures ou immatures obtenues dans le milieu 

X-VIVO 15 - 2 % HA avec ledit anticorps marque et on a mesure Pexpression de 
CCR5 pour un donneur. Les resultats sont rassembles dans les figures 4a, 4b et 
4c. 

Dans cet exemple, on a recherche la presence du CCR5 sur les DC 
30 immatures et les DC matures produites dans du milieu X-VIVO 1 5 - 2 % HA. 

Le CCR5, a ete detectable sur les DC immatures produites dans du milieu 
X-VIVO 15-2 % HA mais son expression a ete significativement reduite par une 
incubation de 48 h avec du TNF-a (p = 0,03). Le PGE2 n'a pas induit de 
diminution significative supplementaire (figure 4) (p = 0,25). 
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2) detection du recepteur CCR7 

Comme aucun anticorps monoclonal n'etait disponible pour mesurer 
I'expression de CCR7, on a teste la reponse des DC a MIP-3J3 dans un essai de 
chimiotactisme. 

5 On a introduit les DC immatures et matures (2 x 10 5 cellules) dans 100 pi 

de RPMI-1 % de HA dans la chambre superieure d'un dispositif de separation de 
cellules constitue de deux chambres de culture cellulaire (une chambre inferieure 
et une chambre superieure separees par un filtre ayant des pores de 5 pm 
permettant le passage des cellules migratrices (dispositif Transwell de Costar, 

10 Cambridge, MA). Dans la chambre inferieure, on a introduit 600 pi de 
ELC/MIP-3p dilues a 100ng/ml dans le meme milieu. Apres une incubation de 
4 h a 37°C, on a recueilli les cellules qui ont migre dans la chambre inferieure et 
on a comptees au microscope. On a exprime les resultats par le pourcentage 
des cellules d'entree qui ont migre dans la chambre inferieure (pourcentage des 

15 cellules migratrices). La migration des DC provenant d'un donneur en I'absence 
et en presence de MIP-30 est representee sur la figure 5A et les resultats 
obtenus avec les DC issues d'AC de 6 donneurs avec MIP-3P sont consignees 
sur la figure 5B. Les DC immatures cultivees avec GM-CSF et IL-4 n'ont pas 
repondu a MIP-3P (pourcentage moyen de cellules qui ont migre : 0,7 %, n=6). 

20 Uaddition de TNF-a au cinquieme jour a accru significativement la reponse des 
DC (p = 0,002) avec une moyenne de 14,2 % de cellules en migration (n = 6), Le 
PGE2 a agi de fa?on synergique avec TNF-a puisque 31 a 67 % (moyenne : 
48,8 %, n = 6) des DC maturees avec TNF-a + PGE2 ont migre jusqu'a la 
chambre inferieure du dispositif transwell pendant une duree d'incubation de 4 h 

25 a 37°C (p = 0,002) par rapport aux DC maturees avec du TNF-a. Ceci a ete 
associe a une legere augmentation de la migration spontanee des DC (une 
moyenne de 7 % des DC d'entree a ete trouvee dans la chambre inferieure en 
Tabsence de MIP-33). 

30 EXEMPLE 7 : Analyse des cytokines 

On a recolte les DC immatures et matures obtenues apres 7 jours de 
culture dans du X-VIVO 1 5-2 % de HA, on les a lavees et on les a etalees a 
raison de 4 x 10 5 /ml dans du RPMI 1640-5 % de FCS avec ou sans cellules L 
transferees par 10 5 /ml de CD40L, (fourni par le Docteur Sem Saeland, 

35 Schering-Plough, Dardilly, France). Lorsque cela etait indique, on a ajoute de 
TIFN-y humain recombinant (1000 U/ml, R&D Systems). On a recueilli les 
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surnageants 24 h a 30 h apres stimulation et on les a stockes a -70°C. On a 
mesure les quantites de IL-10 et p70 IL-12 par ELISA selon le mode operatoire 
du fabricant (R&D Systems). 

Les DC immatures obtenues avec du GM-CSF/IL-4 n'ont pas produit 
5 p70 IL-12 mais ont produit des quantites tres elevees de IL-10 apres 
declenchement par CD40 (tableau 5). L'addition de IFN-y avec la stimulation par 
CD40 a entraTne une diminution de 30 fois de la production d'IL-10 par des DC 
immatures activees par CD40. L'induction de la maturation des DC avec du 
TNF-a a entraTne une diminution dramatique de la production de IL-10 induite 

10 par CD40 (reduction moyenne de 10 fois) en association avec induction de 
I'expression de IL-12. Uaddition de IFN-y a encore inhibe la production de IL-10 
par des DC matures. Ceci est en accord avec les rapports precedents montrant 
que I'lFN-y pouvait etre un cofacteur pour la production de IL-12 induite par 
CD40 (29,30). Toutefois, pour I'echantillon teste des trois autres patients, I'lFN-y 

15 a reduit la production de IL-12 par DC obtenue en presence de GM-CSF/IL-4 et 
TNF-a. Enfin, l'induction d'une DC totalement mature avec du TNF-a et PGE2 a 
entraTne une production reduite de IL-10 et IL-12 apres stimulation par CD40 par 
rapport a TNF-a seul. 

EXEMPLE 8 : Reaction des lymphocytes mixtes allogenes (MLR) 
20 On a purifie des lymphocytes T non actives (HLA DR~) a partir de sang 

peripherique de volontaires en bonne sante par deux cycles de selection 
negative en utilisant des microbilles revetues de CD14 et de CD19 (Dynal, Oslo, 
Norvege), suivi par un cocktail d'anticorps mAbs CD16, CD56 et HLA-DR 
(Immunotech) et de microbilles d'anti-lg de souris de chevre (Dynal). La purete 
25 des cellules T CD3* etait superieure a 97 %. On a ajoute des nombres 
progressifs de DC traitees par de la mitomycine (50 pg/ml) a 1,5 x 10 5 cellules T 
allogenes dans 200 pi de RPMI-5 % de SAB. Apres 5 jours de culture, on a 
mesure la proliferation des cellules T par incorporation de thymidine tritiee 
(1 pCi/puits) pendant les 12 dernieres heures. On a exprime les resultats par les 
30 couts moyens par minute (cpm) ± Tecart type determine dans des puits de 
culture sextuples. 

Les resultats de la figure 6 montrent que la maturation des DC obtenues 
dans du X-VIVO 15-2 % de HA les a transformees en stimulateurs des cellules T 
allogeniques aussi puissants que les DC matures produites dans du RPMI-10 % 
35 de FCS. Le TNF-a seul a donne les memes resultats que i'association de TNF-a 
et PGE2. 
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Tableau II 

Analyse phenolytique de DC obtenues par culture dans du milieu 
XV-HA complements avec GM-CSF, IL-4 et TNF-a avec ou sans PGE2 



Cytokines CD14 HLA-DR CD83 CD80 CD86 

GM/IL-4/TNF 2,6 ± 8,2 100 64 ± 19 100 100 

Moyenne des %*** ± SD - 299 ±183 44 ± 7 140 ± 49 251 ± 21 1 

GM/IL-4/TNF/PGE2 1,5 ±4 100 83 ±12** 100 100 

Moyenne des %*** ± SD - 265 ±124 61 ± 25* 190 ±85 345 ± 271 



* p< 0,01 par comparaison aux cellules cultivees avec GM/IL-4/TNF 
** p< 0,05 par comparaison aux cellules cultivees avec GM/IL-4/TNF 
*** moyenne des % = moyenne des % de cellules positives 
10 GM = facteur GM-CSF 
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Tableau III 
Profol des cecepteurs des DC 



Conditions de culture 


Moyenne 


des % de cellules positives (IFM) 




MR 


CD36 


avb3 


avt>5 


XV-HA GM/IL-4 


98 (233) 


88 (89) 


0 


87 (43) 


XV-HA GM/IL-4/TNF 


80 (95)* 


37 (47)** 


0 


68 (32)* 


XV-HA GM/IL-4/TNF /PGE2 


74 (91)* 


25 (33)** 


0 


58 (36)* 



XV-HA = milieu X-VIVO 15 - 2 % HA 

* p < 0,01 par comparaison aux cellules cultivees avec GM/IL-4 
** p < 0,05 par comparaison aux cellules cultivees avec GM/IL-4 
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Tableau IV : CCR5 



Conditions de culture 


^"*IVJlj_ll A 

olvl+IL-4 


blVI+IL-4 + 1 INr 




Donneur 1 


8 


4 


3 


Donneur 2 


12 


6 


5 


Donneur 3 


14 


6 


5 


Donneur 4 


10 


5 


5 


Donneur 5 


10 


4 


4 


Donneur 6 


11 


6 


6 


IFM 


10,8 


5,2 


4.7 




p = 0,03 




P = 0.25 
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REVINDICATIONS 

1. Procede pour I'obtention de cellules dendritiques, caracterise en ce qu'il 
5 consiste : 

1) a cultiver, pendant 4 a 6 jours, des cellules mononuclees issues de 
cytapherese apres mobilisation, dans un milieu exempt de serum 
complements avec de I'albumine humaine en presence d'un facteur 
stimulant les colonies de granulocytes-macrophages (GM-CSF) et d'une 

10 interleukine (IL) bloquant la differentiation vers la voie macrophagique ; 

2) a ajouter au milieu de culture du TNF-a et eventuellernent un mediateur 
inflammatoire et a poursuivre la culture pendant environ 1 a 4 jours 
supplementaires ; 

3) a recuperer les cellules dendritiques ainsi formees. 

15 2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que la culture de I'etape 
1) est realisee pendant 5 jours et celle de I'etape 2) pendant 2 jours ; 

3. Procede selon i'une des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que 
I'interleukine est l'interleukine-4 ou l'interleukine-13. 

4. Procede selon Tune quelconque des revendication 1 a 3, caracterise en ce 
20 que le mediateur inflammatoire est le facteur de necrose tumorale alpha 

(TNF-a). 

5. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce 
que le mediateur inflammatoire est le facteur de necrose tumorale alpha 
(TNF-a) et la prostaglandine E2 (PGE2). 

25 6. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en ce 
que les cellules mononuclees sont des cellules mononuclees obtenues par 
cytapherese apres mobilisation par chimiotherapie et/ou par au moins un 
facteur de croissance cellulaire. 

7. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, caracterise en ce 
30 que le GM-CSF, I'interieukine et le TNF-a sont chacun utilises a raison de 1 

a 1000 ng/ml de milieu. 

8. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, caracterise en ce 
que I'albumine humaine est utilisee a raison de 1 a 2 % (poids/volume de 
milieu). 
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Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 8, caracterise en ce 
que I'albumine humaine est utilisee a raison de 2 % (poids/volume de 
milieu). 

Cellules dendritiques irreversibles caracterisees en ce qu'elles sont avp3", 
avp5+ CCR5" et CCR7 + . 

Utilisation des cellules dendritiques irreversibles otvp3*, <xvp5 + , CCR5* et 
CCR7 + pour la preparation d'un agent d'immunotherapie utile pour le 
traitement de toute maladie impliquant le systeme immunitaire. 
Procede de traitement immunotherapeutique, caracterise en ce qu'il 
consiste : 

1) a prelever a un patient a traiter des cellules mononuclees par 
cytapherese apres mobilisation par chimiotherapie et/ou avec un facteur 
de croissance cellulaire et eventuellement congelation/decongelation ; 

2) a cultiver, pendant 4 a 6 jours, des cellules mononuclees issues de 
cytapherese apres mobilisation, dans un milieu exempt de serum 
complemente avec de I'albumine humaine en presence d'un facteur 
stimulant les colonies de granulocytes-macrophages (GM-CSF) et d'une 
interleukine (IL) bloquant la differentiation vers la voie macrophagique ; 

3) a ajouter au milieu de culture du TNF-ot et eventuellement un mediateur 
inflammatoire et a poursuivre la culture pendant environ 1 a 4 jours 
supplementaires en les activant par des antigenes specifiques ; 

4) a recuperer les cellules dendritiques ainsi formees et activees. 

5) a reinjecter lesdites cellules dendritiques audit patient. 

Procede selon la revendication 12, caracterise en ce que lesdites cellules 
dendritiques sont congelees/decongelees avant d'etre reinjectees audit 
patient. 



WO 01/09288 



PCT/FROO/02173 



1/6 

A. GM-CSF + IL-4 




B. GM-CSF + IL-4 + TNF 




FIG.1 



C. GWI-CSF + IL-4 + TNF + PGE2 
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21 November 2000 


28/11/2000 




Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Palentlaan 2 
NL - 2280 HV Rrjswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Authorized officer 

Le Flao 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intei. ~Jonal Application No 

PCT/FR 00/02173 



^Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ° Citation ot document, with indication, where appropriate, ot the relevant passages 



Relevant to claim No. 



A 



TARTE K ET AL: "Clinical-grade functional 
dendritic cells from patients with 
multiple myeloma are not infected with 
Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus." 
BLOOD, (15 MAR 1998) 91 1852-7, 

XP000906761 
page 1852, right-hand column, line 1 - 
line 13 

FRESHNEY R. : "Culture of animal cells" 
1987 , ALAN R. LISS, INC. , NEW YORK, US 
XP002136509 154920 

page 73, left-hand column, line 6 - line 
12 

ALBERT N ET AL: "Immature dendritic cells 
phagocytose apoptotic cells via 
alphaVbeta5 and CD36, and cross-present 
antigens to cytotoxic T lymphocytes." 
JOURNAL OF EXPERIMENTAL MEDICINE, (1998 
OCT 15) 188 1359-68, 

XP000906793 
abstract 

SALLUSTO F ET AL: "Rapid and coordinated 
switch in chemokine receptor expression 
during dendritic cell maturation." 
EUROPEAN JOURNAL OF IMMUNOLOGY, (1998) 28 
2760-9, 

XP000906788 
abstract 

KALINSKI P ET AL: "Prostaglandin E2 
induces the final maturation of 
IL-12-deficient CDla+ CD83+ dendritic 
cells: the levels of IL-12 are determined 
during the final dendritic cell maturation 
and are resistant to further modulation." 
JOURNAL OF IMMUNOLOGY , (1998) 161 (6) 
2804-9, 

XP002136508 
abstract 
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8,9 



10,11 



10,11 



Form PCT/ISA/210 (continuation ol second sheet) (July 1992) 



page 2 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Information on patent family members 



Inter.. Jonal Application No 

PCT/FR 00/02173 



Patent document 


Publication 




Patent family 




Publication 


cited in search report 


date 




member(s) 




date 


WO 9853048 A 


26-11-1998 


AU 


7499498 


A 


11-12-1998 






EP 


0983345 


A 


08-03-2000 



Form PCTflSA/210 (patent lamily amex) (July 1992) 



MIS PAGE BUNK 



(USPTQ) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE 

CIB 7 C12N5/06 C12N5/08 A61K35/14 A61P37/00 



Selon la classification intematjonale des brevets (CIB) ou a la tois selon ta classification nattonate et la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation mini mate consuttee (systeme de classification suivi des sym botes de dassement) 

CIB 7 C12N A61K A61P 



♦ 

Den. je Internationale No 

PCT/FR 00/02173 



Documentation consuttee autre que la documentation mini male dans la mesure oil ces documents relevent des domaines sur lesquels a porte la recherche 



Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donnees. et si realisable, termes de recherche utilises) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ, MEDLINE, BIOSIS, CHEM ABS Data, EMBASE 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie ° Identification des documents cites, avec, le cas echeant. r indication des passages pertinents 



no. des re vendi cations visees 



TARTE K ET AL: "Generation of virtually 
pure and potentially proliferating 
dendritic cells from non-cd34 apheresis 
cells from patients with multiple 
myeloma. " 

BLOOD, (1997) 90 3482-95, 

XP000906762 
page 3491, colonne de droite, ligne 22 
-page 3492, colonne de gauche, ligne 16 
page 3494, colonne de gauche, ligne 31 - 
ligne 37 



WO 98 53048 A (THE GOVERNMENT OF THE 
UNITED STATES OF AMERICA) 
26 novembre 1998 (1998-11-26) 
revendi cations 1-53 



1-11 



12,13 
12,13 



j y [ Voir la suite du cadre C pour la fin de la Uste des documents 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



° Categories speciales de documents cites: 



'A' 



document definissant I'etat general de la technique, non 
constdere comme particulierement pertinent 



•E" document anterieur, mats publie a la date de depot international 
ou apres cette date 

"L' document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
pnorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciaJe (telle qu'indiquee) 

'O* document se referant a une divulgation orate, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

'P* document publie avant la date de depot international, mats 
posterieurement a la date de pnorite revendiquee 



T" document utterieur publie apres la date de depot intern attonal ou la 
date de pnorite et n'ap parte nenant pas a Tetat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le princtpe 
ou ta theorie constituanl la base de (Invention 

a X a document particulierement pertinent; Tinven tion revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une actrvite 
inventive par rapport au document constdere tsotement 

"Y" document particulierement pertinent: rinven tion revendiquee 

ne peut etre consideree comme impliquant une adivite inventive 
torsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une person ne du metier 

*&" document qui fait parlie de la meme famille de brevets 



Date a laquelle la recherche Internationale a ete effectrvement achevee 

21 novembre 2000 


Dale d'expedilion du present rapport de recherche Internationale j 

28/11/2000 


Nom et adresse postaJe de r administration chargee de la recherche Internationale 
Office Europeen des Brevets. P.B. 5818 Patent laan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31 -70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Fonctionnaire autorise 

Le Flao, K 



Fotmulairo PCT/ISA^IO (deuxiemo teuille) (juiilet 1992) 



page 1 de 2 



I&APPOET DE 



o 



iCEE INTERNATIONALE 



O 



Derru .e Internationale No 



C.(suite) 1 


XJCUMENTS CON5JDERES COMME PERTINENTS — ~ j 




Identification des documents cites, avecje cas echeant, I'indicattondes passages pertirtems" 


no. des revendications vtsees j 



TARTE K ET AL: "CI inical -grade functional 
dendritic cells from patients with 
multiple myeloma are not infected with 
Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus " 
BLOOD, (15 MAR 1998) 91 1852-7, 

XP000906761 
page 1852, colonne de droite, ligne 1 - 
ligne 13 

FRESHNEY R.: "Culture of animal cells" 
1987 , ALAN R. LISS, INC. , NEW YORK , US 
XP002136509 154920 
page 73, colonne de gauche, ligne 6 - 
ligne 12 

ALBERT M ET AL: "Immature dendritic cells 
phagocytose apoptotic cells via 
alphaVbeta5 and CD36, and cross-present 
antigens to cytotoxic T lymphocytes." 
JOURNAL OF EXPERIMENTAL MEDICINE, (1998 
OCT 15) 188 1359-68, 

XP000906793 
abrege 

SALLUSTO F ET AL: "Rapid and coordinated 
switch 1n chemoklne receptor expression 
during dendritic cell maturation." 
EUROPEAN JOURNAL OF IMMUNOLOGY, (1998) 28 
2760-9, 

XP000906788 
abrege 

KALINSKI P ET AL: "Prostaglandin E2 
induces the final maturation of 
IL-12-deficient CDla+ CD83+ dendritic 
cells: the levels of IL-12 are determined 
during the final dendritic cell maturation 
and are resistant to further modulation." 
JOURNAL OF IMMUNOLOGY, (1998) 161 (6) 
2804-9, 

XP002136508 
abrege 



1-11 



8,9 



10,11 



10,11 



Formutai 



PCT/1SA/210 (suite de la deux tame feuilte) (juiflet 1992) 



page 2 de 2 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Renseignements relatifs aux membresde families de brevets 



Denu -ie Internationale No 

PCT/FR 00/02173 



Document brevet cite 


Date de 


Membre(s) de la 




Date de 


au rapport de recherche 


publication 


famille de brevet(s) 




publication 


WO 9853048 A 


26-11-1998 


AU 7499498 


A 


11-12-1998 






EP 0983345 


A 


08-03-2000 



Fotmuiaire PCT/ISA/210 (annexe families da brevets) (juttlet 1992) 



THIS PAGE BLANK iuspto) 



• i: u: 



TRAITEDE COOPERATION EN MATIEriE DE BREVETS /^*#f 

ExpSditeur: le BUREAU INTERNATIONAL 



1 



PCT 

NOTIFICATION D'ELECTION 

(r6gle61.2du PCT) 


Destinataire: 
Commissioner 

US Department of Commerce 
United States Patent and Trademark 
Office, PCT 

9f)1 1 Qnuth Plnrlc Plaro Rrtnm 

CP2/5C24 

Arlington, VA 22202 
ETATS-UNIS D AMERIQUE 

en sa qualite d'off ice elu 


Date d' expedition (jour/mois/annee) 
08juin2001 (08.06.01) 




Demande Internationale no 
PCT/FR00/02173 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
- 258820MLG1FD 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
28 juillet 2000 (28.07.00) 


Date de priorite (jour/mois/annee) 
29 juillet 1999 (29.07.99) 


Deposant 

KLEIN, Bernard etc 



1. L'office designe est avise de son election qui a 6te faite: , 

| X| dans la demande d'examen preliminaire international presentee a I'administration chargee de I'examen preliminaire 
international le: 

27 f6vrier 2001 (27.02.01) 



] dans une declaration visant une election ulterieure deposee aupres du Bureau international le: 



2. Election [x] a6tefaite 

|^J| n'a pas ete faite 

avant I'expiration d'un delai de 19 mois a compter de la date de priority ou, lorsque la regie 32 s'applique, dans le delai vise 
a la regie 32.2b). 





Bureau international de I'OMPI 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneve 20, Suisse 

no de telecopies: (41-22) 740.14.35 


Foncttonnaire autoris6 

Antonia Muller 

no de telephone: (41-22) 338.83.38 



Formulaire PCT/IB/331 (juillet 1992) 



FR0002173 



THIS PAGE BLANK (usptoj 



V RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



^ 

£>ema*^^ Internationale No 



PCWR 00/02173 



A. CLASSEMENT DE L 'OB JET DE LA DEMANDE . 

CIB 7 C12N5/06 C12N5/08 A61K35/14 A61P37/00 



Seton la classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification nationale et la CIB 



B. DOMAINES SUR LESOUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documeniation mimmale consult ee (sysleme de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 7 C12N A61K A61P 



Documentation consuttee autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents relevent des domaines sur lesqueis a porte la recherche 



Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donnees. et si realisable, termes de recherche utilises) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ, MEDLINE, BIOSIS, CHEM ABS Data, EMBASE 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categone ° 



Identification des documents cites, avec. te cas echeant. Indication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



TARTE K ET AL: "Generation of virtually 
pure and potentially proliferating 
dendritic cells from non-cd34 apheresis 
cells from patients with multiple 
myeloma. " 

BLOOD, (1997) 90 3482-95, 

XP000906762 
page 3491, colonne de droite, ligne 22 
-page 3492, colonne de gauche, ligne 16 
page 3494, colonne de gauche, ligne 31 - 
ligne 37 



WO 98 53048 A (THE GOVERNMENT OF THE 
UNITED STATES OF AMERICA) 
26 novembre 1998 (1998-11-26) 
revendications 1-53 



1-11 



12,13 
12,13 



-/-- 



| X I Voir la SUA© c P° ur la fin de la lisle des documents 



Les documents de families de brevets sont indtques en annexe 



• Categories speciales de documents cites: 

*A a document defintssant ret at general de la technique, non 

considere comme particulierement pertinent 
•£" document anieneur. mats publie a la date de depot international 

ou apres cette date 

*L a document pouvant jeler un doute sur une revendicalion de 
pnonte ou cite pour determiner la date de publication d une 
autre citation ou pour une raison spectale (telle qu'indiquee) 

•O 1 document se referant a une divulgation orale. a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

*P a document publie avant la date de depot international, mats 
posterieurement a la dale de phorite revendiquee 



*T' document ulterieur publie apres la date de depot international ou la 
date de pnonte et n'appadenenant pas a ret at de ia 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie const it uani la base de ('invention 

•X" document particulierement pertinent; Tinven tion revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquanl une activile 
inventive par rapport au document considere isotement 

*Y* document particulierement pertinent: I'inven lion revendiquee 

ne peut etre consideree comme impliquanl une activite inventive 
torsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

document qui fait partie de la meme famtlle de brevets 



Date a laquefle la recherche Internationale a ete efledrvement achevee 



21 novembre 2000 



Date d'expedition du present rapport de recherche Internationale 



28/11/2000 



Nom et adresse postale de radminist ration chargee de la recherche Internationale 
Office Europeen des Brevets. P.B. 5816 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswiik 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Fondionnaire autorise 



Le Flao, K 



Formulate PCT/TSA^IO (deux»«me leuiUe) butoet 1992) 
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TH/S PAGE BLANK 



(USPTO) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



:^ck 



Dema^^lnternationete No 

WR 00/02173 



PC 



C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie "| Identification des documents cites, avec.le cas echeant. I'indicationdes passages pertinents 



no. des revendicaltons visees 



TARTE K ET AL: "CI inical -grade functional 
dendritic cells from patients with 
multiple myeloma are not infected with 
Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus." 
BLOOD, (15 MAR 1998) 91 1852-7, 

XP000906761 
page 1852, colonne de droite, ligne 1 - 
ligne 13 

FRESHNEY R.: "Culture of animal cells" 
1987 , ALAN R. LISS, INC. , NEW YORK, US 
XP002136509 154920 
page 73, colonne de gauche, ligne 6 - 
ligne 12 

ALBERT M ET AL: "Immature dendritic cells 
phagocytose apoptotic cells via 
alphaVbeta5 and CD36, and cross-present 
antigens to cytotoxic T lymphocytes." 
JOURNAL OF EXPERIMENTAL MEDICINE, (1998 
OCT 15) 188 1359-68, 

XP000906793 
abrege 

SALLUSTO F ET AL: "Rapid and coordinated 
switch in chemokine receptor expression 
during dendritic cell maturation." 
EUROPEAN JOURNAL OF IMMUNOLOGY, (1998) 28 
2760-9, 

XP000906788 • 
abrege 

KALINSKI P ET AL: "Prostaglandin E2 
induces the final maturation of 
IL-12-deficient CDla+ CD83+ dendritic 
cells: the levels of IL-12 are determined 
during the final dendritic cell maturation 
and are resistant to further modulation." 
JOURNAL OF IMMUNOLOGY, (1998) 161 (6) 
2804-9, 

XP002136508 
abrege 



1-11 



8,9 



10,11 



10,11 



Formutatre PCTASA/210 (suite de la deuxieme leuille) (fuiHet 1992) 



page 2 de 2 



THIS 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



# 



nde internationafe n v 

PCT/FR 00/02173 



Cadre I Observations - lorsqifil a 6te estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d une recherch e 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 



Conformement a I'articte 17.2)a), certaines revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs suivants: 

1 . Y Les revendications n os 

se rapportent a un objet a regard duquel I'administration n'est pas tenue de proceder a ta recherche, a savoir: 

Bien que les revendications 12-13 concernent une methode de traitement du 
corps humain/animal , la recherche a ete effectuee et basee sur les effets 
imputes au produit/a la composition. 

2. I Les revendications n os 

se rapportent a des parties de la demande internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 

qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en particulier: 



Les revendications n°* 

sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 

troisieme phrases de la regie 6.4 .a). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d'unite de Hnvention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'administration chargee de la recherche internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande internationale, a savoir: 



1 . | I Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant. le present rapport de recherche 
' ' internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 

Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretaient ont pu etre effectuees sans effort particulier 
justifiant une taxe additionnelle, I'administration n'a sollicite le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



3. I I Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant. le present 
I — I rapport de recherche internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 
les revendications n °* 



4. Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 

' 1 de recherche internationale ne porte que sur I'invention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 

couverte par les revendications n °* 



Remarque quant a la reserve J Les taxes additionnelles etaient accompagnees cfune reserve de la part du deposar t 

[ j Le paiement des taxes additionnelles n'etait assorti d'aucune reserve. 



Formulaire PCT/ISA/210 (suite de la premiere feuille (1)) (Juillet 1998) 



THIS PAGE BMnk 



(USPTO) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Renseignements relatlf s aux mem^Htie families de brevets 



Dem^k Internationale No 

PcWr 00/02173 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 



Date de 
publication 



Membre(s) de la 
famine de brevet(s) 



Date de 
publication 



WO 9853048 



26-11-1998 



AU 
EP 



7499498 A 
0983345 A 



11-12-1998 
08-03-2000 



Formuiaire PCT/1SA/210 (annexe families da brevets) (juiRe! 1992) 



™S PAGE SUNK 



(OSPTO) 



TRAITE DEXOOPERATION EN M ATI ERE DE 

PCT 



^1 



EVETS 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 
258820MLG1FD 


POUR SUITE voir la notification de transmission du rapport de recherche internationale 
(formulaire PCT/ISA/220) et, ie cas echeant, le point 5 ci-apres 

ADONNER 


Demande internationale n° 

PCT/FR 00/02173 


Date du depot international (jour/mois/annee) 

28/07/2000 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

29/07/1999 


Deposant 

CENTRE HOSPITALIER UNIVERSITAIRE 



Le present rapport de recherche internationale, etabli par I'administration chargee de la recherche internationale, est transmis au 
deposant conformement a I'article 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche internationale comprend 4 feuilles. 

[X| II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 



1 . Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 



□ 



la recherche internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande internationale remise a i'administration. 



b. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acides amines divuiguees dans la demande internationale (le cas echeant) 
la recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 
Qj contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 
remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 



remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 



2. 
3. 



[X| II a ete estime que certain es revendications ne pouvaient pas faire l objet d'une recherche (voir le cadre I). 
I I II y a absence d 'unite de ('invention (voir le cadre II). 

En ce qui concerne le titre, 

[n I© texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 
fX] Le texte a ete etabli par I'administration et a la teneur suivante: 

PR0CEDE D'OBTENTION DE CELLULES DENTRITIQUES, LES CELLULES DENTRITIQUES AINSI 
OBTENUES ET LEURS UTILISATIONS A DES FINS CLINIQUES 



En ce qui concerne I'abrege, 

|y| le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

□ le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par I'administration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations a I'administration dans un delai d'un mois a compter de la date cTexpedition du present rapport 
de recherche internationale. 

La figure des dessins a publier avec I'abrege est la Figure n° 



I I suggeree par le deposant. [X] Aucune des figures 

I I parce que le deposant n'a pas suggere de figure. n est * P ublier - 

I I parce que cette figure caracterise mieux I'invention. 



Formulaire PCT/ISA/210 (premiere feuille) Quillet 1998) 



THIS 



RAPPORT DE R|^MERCHE INTERNATIONALE 



frem; 
PC 



lande Internationale No 

PCT/FR 00/02173 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE, 

CIB 7 C12N5/06 C12N5/08 



A61K35/14 A61P37/00 



Selon (a classification international des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification nationate et la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consultee (systeme de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 7 C12N A61K A61P 



Documentation consultee autre que la documentation minimale dans la mesure oil ces documents relevent des domaines sur lesquels a porte la recherche 



Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ, MEDLINE, BIOSIS, CHEM ABS Data, EMBASE 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie ° Identification des documents cites, avec, le cas echeant, r indication des passages pertinents 



no. des revendi cat ions visees 



TARTE K ET AL: "Generation of virtually 
pure and potentially proliferating 
dendritic cells from non-cd34 apheresis 
cells from patients with multiple 
myeloma. " 

BLOOD, (1997) 90 3482-95, 

XP000906762 
page 3491, colonne de droite, ligne 22 
-page 3492, colonne de gauche, ligne 16 
page 3494, colonne de gauche, ligne 31 - 
ligne 37 



WO 98 53048 A (THE GOVERNMENT OF THE 
UNITED STATES OF AMERICA) 
26 novembre 1998 (1998-11-26) 
revendications 1-53 



1-11 



12,13 
12,13 



_/__ 



\1\ Voirla 



suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 
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La presente invention concerne le domaine de I'immunotherapie ef plus 
particulierement celui des cellules dendritiques et de leur utilisation a titre d'agent 
5 d'immunotherapie. 

Les cellules dendritiques (DC) jouent un role cle dans Initiation de la 
reponse immunitaire primaire et des etudes cliniques pilotes ont mis en evidence 
leur capacite a induire une immunite anti-tumorale efficace. 

Les cellules dendritiques, qui sont presentent dans la peau (cellules de 
10 Langerhans), dans les muqueuses, le sang peripherique et la moelle osseuse, 
sont les cellules presentant des antigenes (Antigen-presenting cells ou APC) les 
plus puissantes dans le systeme immunitaire. Elles sont caracterisees par une 
morphologie unique et un phenotype de surface specifique. 

En particulier, elles expriment I'antigene CD83 et sont capables d'exprimer 
15 des quantites importantes de MHC classes I et II et d'initier des reactions mixtes 
avec les leucocytes (MLR). En revanche, elles sont depourvues de certains 
marqueurs myeloides, notamment du marqueur CD14. 

Etant donne leurs proprietes specifiques, ces cellules ont ete proposees 
comme elements essentiels dans les therapies cellulaires qui necessitent la 
20 presentation d'antigenes aux lymphocytes T. 

Les cellules dendritiques (DC) ont un mode de differenciation specifique 
qui comprend deux stades importants, le stade immature et le stade mature, 
selon un ensemble de caracteristiques phenotypiques et fonctionnelles (1,2). Les 
DC immatures obtenues in vitro a partir de monocytes par culture avec un 
25 facteur stimulant les colonies de granulocytes-macrophages (GM-CSF) et une 
interleukine bloquant la differentiation vers la voie macrophagique (IL-4 ou IL-13) 
sont analogues aux DC du tissu peripherique, c'est-a-dire aux cellules de 
Langerhans et aux cellules dendritiques interstitielles. Ces DC immatures sont 
capables de capturer les antigenes avec une grande efficacite en utilisant des 
30 recepteurs specialises, tels que les recepteurs pour le fragment Fc des 
immunoglobulines (FcR) (3,4), le recepteur au mannose (MR) (5) et les 
recepteurs phagocytaires, en particulier CD36 et Tintegrine avfJS (6). Elles 
peuvent ainsi internaliser les proteines, les lysats de cellules entieres, TARN et 
les cellules apoptotiques. En revanche, elles expriment seulement de faibles taux 
35 de molecules costimulatrices necessaires pour Tactivation des lymphocytes T. 




Lorsqu'elles sont exposees a des signaux de maturation, donnes 
principalement par les antigenes, les cytokines inflammatoires ou les produits 
bact^riens, les DC perdent leurs capacites phagocytaires et endocytaires (5,6) 
mais accroissent I'expression du complexe majeur d'histocompatibilite (CMH) de 
5 classe I, du CMH de classe II, I'expression de CD80 et CD86 et deviennent de 
tres puissantes cellules presentant des antigenes (APC). Le passage du stade 
immature au stade mature est associe a I'expression des recepteurs des 
chemokines. Les DC matures ont une expression diminuee d e CCR1 et CC R5, 
qui sont les recepteurs des chemokines infla mmatoires, les proteines 

10 inflammatoires de macrophages MIP-1a, MIP-1p et RANTES, et de fagon 
concomitante, elles ont une expression augmentee de CCR7, qui est le 
recepteur pour le ligand E1B (ELC)/MIP-30, lequel est exprime de fagon 
constitutive dans les organes lymphoides secondaires (7-9). Ces changements 
dans I'expression des recepteurs des chemokines sont importants pour la 

1 5 circulation in vivo des DC. Les DC immatures sont recrutees par les chemokines 
inflammatoires dans les sites d'entree des antigenes. Apres activation par les 
antigenes et stimuli inflammatoires, elles perdent les recepteurs CCR1 et CCR5 
et acquierent I'expression de CCR7. Les DC matures peuvent ensuite entrer 
dans les vaisseaux lymphatiques et migrer vers les ganglions lymphatiques 

20 afferents ou elles presentent des epitopes derives d'antigenes pour les 
lymphocytes naifs et les lymphocytes memoires presents dans ces ganglions. 

Ainsi, on a deja propose de les utiliser en tant que vecteurs pour des 
vaccinations anti-tumorales (10). Recemment, Nestle et al. ont montre que 
('injection intralymphatique de DC immatures actrvees avec des peptides 

25 tumoraux ou des lysats cellulaires tumoraux ont pu provoquer une reponse 
immunitaire anti-melanome (11). 

Utilisation de cellules dendritiques a des fins d'immunotherapie necessite 
plusieurs millions de cellules a plusieurs reprises. De plus, ces cellules doivent 
etre capables de circuler dans le corps humain de maniere selective vers les 

30 ganglions pour que le traitement soit efficace. II importe egalement de disposer 
de cellules engagees de fagon irreversible dans la voie de differentiation 
dendritique, c'est-a-dire de cellules matures qui ne soient pas susceptibles de se 
transformer dans I'organisme en macrophages. 

Plusieurs etudes concernant la modulation des recepteurs des chemokines 

35 ont ete realisees avec des DC obtenues par culture dans un milieu contenant du 
serum de veau fetal (FCS). Or, les antigenes xenogenes peuvent etre 
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immunodominants et peuvent gener le developpement de I'immunite anti- 

tumorale specifique. 

Differentes equipes de chercheurs se sont done concentrees sur la 

production de DC derivees de monocytes dans des milieux exempts de FCS en 
5 utilisant des milieux complements avec 1 a 10 % de plasma autologue (12-17), 

de serum autologue (18) ou d'un pool de serums humains AB (13,19-22,31). 

Toutefois, meme le serum autologue peut poser un probleme puisqu'il contient 

de nombreuses proteines, en particulier des anticorps (23) qui peuvent modifier 

la voie de fixation et de modification intracellulaire des antigenes. De plus, 
10 certains antigenes tumoraux de type MUC-1 dans plusieurs cancers ou 

rimmunoglobuline monoclonale dans le myelome multiple, sont presents dans le 

serum a des taux eleves et variables, ce qui peut affecter une presentation 

♦reproductible par les DC. 

Pour toutes ces raisons, des procedes d'obtention de DC capables 
1 5 d'activer les lymphocytes T dans des milieux exempts de serum ont ete proposes 

(24-26). 

Les demandes internationales W098/23728, WO98/06823 et WO98/06826 
decrivent egalement des procedes d'obtention des cellules dendritiques dans 
des milieux exempts de serum. La demande internationale WO98/06826 decrit 

20 entre autre I'utilisation d'un milieu exempt de serum, le milieu X-VIVO 15 
complements avec 1% d'albumine humaine (HA). II est precise dans cette 
demande que ('utilisation de 1% de HA n'ameliore pas de fagon significative la 
croissance des cellules, leur phenotype ou leur capacite stimulante. De plus, 
I'expression de CD86 est augmentee au bout de 14 jours de culture dans un tel 

25 milieu. 

On a maintenant trouve, de fagon surprenante, que Ton peut obtenir des 
quantites importantes de cellules dendritiques, qui peuvent etre utilisees en 
immunotherapie par culture de cellules mononuclees particulieres dans un milieu 
exempt de serum convenablement complement^ avec de I'albumine humaine en 
30 presence d'un facteur stimulant la formation de colonies de granulocytes 
macrophages (GM-CSF) et d'une cytokine, en particulier l'interleukine-4 (IL-4) ou 
Pinterleukine-13 (IL-13) puis en presence d'au moins un mediateur inflammatoire, 
tel que par exemple le facteur de necrose tumorale alpha (TNF-a). 
Ainsi le precede de invention consiste : 
35 1) a cultiver pendant 4 a 6 jours, de preference 5 jours des cellules 
mononuclees issues de cytapherese apres mobilisation dans un milieu exempt 
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de serum complemente avec de I'albumine humaine en presence d'un facteur 
stimulant les colonies de granulocyte-macrophage (GM-CSF) et d'une 
interleukine (IL) bloquant la differentiation vers la voie macrophagique ; 

2) a ajouter au milieu de culture du TNF-a et eventuellement un mediateur 
5 inflammatoire et a poursuivre la culture pendant environ 1 a 4 jours, de 

preference 2 jours supplementaires ; 

3) a recuperer les cellules dendritiques ainsi formees. 
Avantageusement, on petit ajouter au milieu de culture, les deuxieme et 

quatrieme jours, du milieu frais contenant du GM-CSF et une interleukine. 
1 0 Selon une variante de mise en oeuvre du procede de rinvention, on peut 

utiliser de la prostaglandine E2 (PGE2) conjointement avec le TNF-a. 

Par "milieu de culture sans serum 11 on designe tout milieu de culture 
couramment utilise pour la culture des cellules a des fins cliniques, qui contient 
les substances nutritives essentielles pour la croissance des cellules 
15 hematopoi'etiques notamment une source de carbone, d'azote, de la transferrine. 
Ces milieux sont exempts de serum humain ou de serum animal. 
Des exemples de milieux de culture exempts de serum appropries aux fins 
de I'invention sont decrits par exemple dans WO95/00632 et US5 405 772. 

Des exemples particuliers de tels milieux sont les milieux X-VIVO 10 ou 
20 X-VIVO 15 commercialises par la societe Biowhittaker, Walkersville, MD, USA. 

Le milieu X-VIVO 15 est particulierement prefere pour la mise en oeuvre de 
rinvention. 

Le milieu de culture doit etre complemente avec de I'albumine humaine a 
raison de 1 a 2 % (poids/volume), de preference 2 %. 

25 Par "cellules mononuclees" on designe les cellules mononuclees (MNC) 

provenant du sang peripherique de sujets normaux ou de patients pr6sentant un 
cancer ou toute autre maladie dans laquelle le systeme immunttaire est implique, 
telle que les maladies infectieuses, virales ou parasitaires, par exemple le Sida 
ou les maladies dysimmunitaires, telles que par exemple la polyarthrite 

30 rhumatoide, le lupus, etc. 

Les cellules mononuclees (MNC) utilisees comme produit de depart dans 
le procede selon rinvention sont des cellules mononuclees obtenues par 
cytapherese apres mobilisation par chimiotherapie et/ou par au moins un facteur 
de croissance cellulaire. 

35 Ainsi, les cellules mononuclees utilisees dans le procede de rinvention 

proviennent soit de sujets normaux ou de patients presentant un cancer qui ont 



ete soumis a une chimiotherapie, a savoir a un traitement specifique a I'aide d'un 
agent chimiotherapeutique et eventuellement d'un facfeur de croissance 
cellulaire, soil de patients presentant une maladie infectieuse, virale ou 
parasitaire qui ont ete traites avec un facteur de croissance cellulaire, tel que les 
5 cytokines, y compris les facteurs de croissance hematopoletiques. 

A titre d'exemple de facteur de croissance qui peuvent etre utilises pour la 
mobilisation des cellules mononuclees, on peut citer : 

- les facteurs stimulants les colonies de granulocytes (G-CSF), tels que les 
produits connus sous les denominations commerciales « filgrastim 

10 NEUPOGEN » de Amgen-Roche, « Lenograstim GRANOCYTE* de Rhone- 
Poulenc/Chugai ; 

- les facteurs stimulant les colonies de granulocytes-macrophages (GM- 
CSF), tel que les produits connus sous les denominations commerciales 
LEUCOMAX de Schering Plough ou le facteur de croissance des cellules 

15 souches (SCF) de Amgen. 

Les cellules mononuclees mobilisees qui sont mises en ceuvre selon 
('invention comprennent notamment les monocytes, les lymphocytes, les cellules 
souches hematopoietiques. 

La mobilisation par chimiotherapie est realisee a I'aide de I'agent 
20 chimiotherapeutique approprie au type de cancer presente par le patient, 
donneur des cellules a utiliser dans le procede de I'invention. On peut utiliser un 
agent chimiotherapeutique quelconque, tel que par exemple le 
cyclophosphamide. 

Les quantites de GM-CSF, d'inferleukine, de TNF-a et de PGE2 a utiliser 
25 dans le procede de I'invention sont celles qui sont habituellement utilisees pour 
les cultures cellulaires. 

On precisera que le GM-CSF peut etre utilise a raison de 1 ng/ml a 
1 000 ng/ml, de preference 50 a 500 ng/ml, avantageusement 100 ng/ml de 
milieu. 

30 Uinterleukine IL-4 est generalement ufilisee en des quantites allant de 

1 ng/ml a 1 000 ng/ml, de preference 10 a 50 ng/ml, avantageusement 25 ng/ml 
de milieu. 

On peut egalement utiliser le TNF-a a raison de 1 ng/ml a 1 000 ng/ml et 
la PGE2 a raison de 10 taj/ml a 10 /ng/ml, avantageusement de 20 ng/ml a 
35 1 /ig/ml. - ' 
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La culture des cellules precurseurs de cellules dendritiques est realisee 
dans des recipients en plastique couramment utilisees dans ce domaine, tels 
que les flacons ou sacs de cultures cellulaires permettant Tadherence des 
cellules. 

5 La culture est avantageusement realisee dans des incubateurs dans les 

conditions normales de culture de cellules (sterilite ; C0 2 environ 5 % ; humidite 
environ 95 % et temperature environ 37°C). 

Selon un autre aspect, ('invention a pour objet des cellules dendritiques qui 
sont avp 3 " ; av0 5 + ; CCR5" et CCR7\ c'est-a-dire qu'elles sont depourvues des 
1 0 recepteurs av0 3 " et CCR5 et pourvues des recepteurs avp 5 et CCR7. 

Ces cellules dendritiques, qui peuvent etre obtenues par le procede defini 
precedemment, sont des cellules matures irreversibles. Elles sont utilisables 
comme agent d'immunotherapie dans toutes les therapies cellulaires, telles que 
par exemple le traitement des cancers ou des maladies infectieuses, virales ou 
1 5 parasitaires. 

Ainsi Tinvention a egalement pour objet I' utilisation des cellules 
dendritiques av0 3 " ; avp 5 + ; CCR5" et CCR7 + pour la fabrication d'un agent 
d'immunotherapie utile pour le traitement de toute maladle irnpliquant le systeme 
immunitaire. 

20 En effet, avec les cellules dendritiques selon Tinvention on peut reduire 

I'internalisation et la presentation de proteines xenogenes, allogenes ou 
autologues non identifies et limiter ainsi les reponses immunitaires qui ne sont 
pas specifiques aux antigenes tumoraux. 

Les DC selon Tinvention sont capables de capturer in vivo des antigenes 

25 tumoraux soit par endocytose des proteines soit par phagocytose des cellules 
apoptotiques. 

Ces DC sont capables de migrer vers les ganglions lymphatiques afin de 

presenter les peptides derives d'antigenes diriges contre les lymphocytes T. 

Elles sont egalement capables de produire Tinterleukine-12 favorisant une 
30 differenciation des cellules CD8+ naives en des lymphocytes T cytotoxiques. 

Elles presentent un phenotype stable apres retrait des cytokines utilisees lors 

des cultures ex vivo. 

Le procede de Tinvention permet d'obtenir des cellules dendritiques 

immatures et des cellules dendritiques matures. 
35 En presence de GM-CSF et d'une interleukine, on obtient des cellules 

dendritiques immatures CD83- CD14 falb,e . Ces DC expriment HLA-DR, CD80 et 



CD86 ainsi que des recepteurs endocytaires et phagocytaires, a savoir MR, 
CD36 et av05. 

De plus, ces DC immatures sont capables de phagocyter des cellules 
tumorales apoptotiques par la phagocytose des monocytes apoptotiques. Une 
5 stimulation de ces DC immatures avec du TNF-a plus GM-CSF et IL-4 pendant 2 
jours supplementaires conduit a I'obtention de cellules correspondant de fa§on 
phenotypique et fonctionnelle a des cellules dendritiques matures. Ces cellules 
matures ont exprime CD83 et des quantites plus e levees de HLA-DR, CD80 et 
CD86 par rapport aux DC immatures GM/IL-4. 

10 Elles sont capables d'activer les lymphocytes T allogenes avec la meme 

efficacite que les DC matures obtenues en presence de FCS. 

De plus, ces DC matures expriment egalement des recepteurs 
endocytaires comme les recepteurs au mannose ou les recepteurs a la 
phagocytose de type avp5 et CD36. Ces DC matures ont toutefois une capacite 

15 pour endocyter le dextrane ou phagocyter les cellules tumorales apoptotiques 
plus faibles que les DC immatures dont elles sont issues. 

La reponse aux chemokines pour les DC obtenues selon I'invention, a ete 
modulee de fagon similaire a cede des DC obtenues dans du milieu contenant du 
FCS. En fait, les DC immatures obtenues selon I'invention ont exprime CCR5 et 

20 n'ont pas repondu a MIP-3P. Ainsi, apres injection in vivo, ces cellules devraient 
etre piegees de preference dans des sites inflammatoires ou MIP-1a, MIP-1p ou 
RANTES sont produits (25). Apres traitement avec du TNF-a, les DC selon 
('invention ont perdu I'expression de CCR5 et ont acquis la capacity de repondre 
a MIP-3p. On peut penser qu'une proportion elevee de ces DC matures sera 

25 capable d'etre piegee dans des zones de ganglions lymphatiques de cellules T 
ou le MIP-3P est produit et d'initier une reponse immunitaire efficace. 

De plus, on a rnontre que la PGE2 qui est connue pour accrottre la 
maturation des DC dans des milieux sans FCS (14,21), peut jouer un role sur la 
migration des DC. Dans les conditions de culture selon I'invention, la PGE2 n'a 

30 pas largement modifie le phenotype des DC produites avec GM/IL-4 et TNF, a 
I'exception d'un accroissement de I'expression de CD83, et n'a pas d'effet additif 
supplemental avec TNF-a pour I'activation des cellules T. Toutefois, la PGE2 a 
accru la migration des DC en reponse a MIP-3p. La migration des DC dans les 
organes lymphoTdes peut done etre selective. 

35 Afin d'induire la production des cellules T cytotoxiques anti-tumorales, les 
DC doivent etre capables de diriger la differenciation des cellules T naTves vis-a- 
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vis du sous-ensemble de type 1 exprimant IFN-y et IL-2. UIL-12 constitue la 
cytokine principale impliquee dans la polarisation de cellules TCD4+ vis-a-vis des 
cellules Th1. Dans le modele de reponse des cellules T anti-EBV, il a ete mis en 
evidence que I'expression de IL-10 par des lignees cellulaires lymphoblastoTdes 
5 est associee avec I'emergence des cellules T CD8+ de type 2 (32) qui produisent 
IL-4 et IL-10 et qui ne sont pas cytotoxiques (33). Au contraire, les cellules 
CD8+ de type 1 produisent de NFN-y et de l'IL-2 et sont cytotoxiques. Ainsi, des 
DC produites in vitro a des fins de vaccination anti-tumorale doivent idealement 
produire IL-12 et non IL-10. En effet, IL-10 possede un effet nocif 

10 supplemental sur la maturation des DC. En fait, les DC traitees avec IL-10 
pendant la phase de maturation induisent I'anergie specifique aux antigenes des 
cellules T CD4+ et CD8+ (25,34). Les DC obtenues selon I'invention, differentes 
de cedes obtenues en presence de FCS (35,36), ont produit uniquement de 
faibles quantites de IL-12 mais des quantites importantes de 

15 IL-10 en reponse a la ligature a CD40, en accord avec les etudes montrant que 
les DC myeloTdes etaient capables de produire IL-10, en particulier en suivant la 
stimulation par CD40 (37,38). 

Toutefois, on a montre que la maturation des DC induites par TNF-a a 
enframe ('induction de la production de IL-12 et une inhibition dramatique de la 

20 synthese de IL-10 apres activation par CD40. Ainsi, les DC matures selon 
I'invention sont capables de declencher la differenciation des lymphocytes T 
naTfs en lymphocytes T de type 1. L'addition de PGE2 a de plus inhibe la 
production de IL-10 mais egalement la production de IL-1 2 matures obtenues. 
^invention a egalement pour objet un procede de traitement 

25 immunotherapeutique qui consiste a prelever a un patient a traiter des cellules 
mononuclees par cytapherese apres mobilisation par chimiotherapie et/ou un 
facteur de croissance cellulaire et eventuellement congelation/decongelation, a 
traiter lesdites cellules selon le procede defini ci-dessus et ensuite a reinjecter 
les cellules DC obtenues audit patient. 

30 Les DC selon I'invention conviennent en particulier pour les traitements par 

allogreffes ou autogreffes. 

L'invention va etre illustree plus en detail par les exemples ci-apres donnes 
a titre non limitatifs et par les figures qui represented ci-apres : 

- la Rgure 1 montre Teffet de la maturation des DC sur Tendocytose de 

35 FITC-dextran : 
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A) avec des DC obtenues par culture sur milieu X-VIVO 15-2% HA en 
presence de GM-CSF et IL-4 ; 

B) avec des DC obtenues par culture sur milieu X-VIVO 1 5-2 % HA en 
presence de GM-CSF, IL-4 et TNF-a ; 

5 C) avec des DC obtenues par culture sur milieu X-VIVO 1 5-2 % HA en 

presence de GM-CSF, IL-4 et PGE 2. 

Les courbes en pointilles correspondent au temps d'incubation des DC 
avec FITC-dextran de 7 minutes, les courbes en traits pleins a I'incubation 
pendant 15 minutes et les courbes en traits gras a I'incubation pendant 30 
10 minutes ; sur Paxe des abscisses sont indiquees I'intensite de fluorescence et 

sur Paxe des ordonnees le nombre d'evenements ; Q 

- la Figure 2 montre Papoptose de cellules XG-1 par le cycloheximide 
(CHX) par mesure de la fluorescence des cellules colorees par PAnnexin-V FITC 

15 et par I'iodure de propidium (PI) ; 

- la Figure 3 montre la phagocytose des cellules tumorales apoptotiques 
par les DC immatures et Pabsence de phagocytose par les DC matures ; 

20 - la Figure 4 montre Peffet de la maturation des DC sur Pexpression de 

CCR5. 
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- la Figure 5 montre la migration des DC matures et la non-migration des 
cellules immatures en reponse a (ELC)/MIP-30. 

- la Figure 6 montre Pactivation des cellules T allogenes par les DC 
matures. 

EXERflPLE H : Production des cellules dendritiques (DC) 

30 On a recueilli des cellules de cytapherese (AC) provenant de quatre 

patients presentant differents cancers pendant la mobilisation des precurseurs 
hematopoTetiques avec le cyclophosphamide et le facfeur humain de stimulation 
des colonies de granulocytes (G-CSF, filgrastim ; NEUPOGEN, Amgen-Roche, 
Neuilly-sur-Seine, France). Chaque lot de cellules AC recueillies a ete congele 

35 dans de Pazote liquide puis decongele et lave a deux reprises en presence d'un 
chelateur du calcium et du magnesium. Chaque lot de cellules a ensuite ete mis 
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dans un flacon de culture cellulaire contenant du milieu X-VIVO 15 complements 
avec 2 % d'albumine humaine (X-VIVO-2% HA) et on a laissS les cellules 
adherer sur la surface du flacon de culture pendant 2 h. On a elimine les cellules 
qui n'ont pas adhere et on a cultivS les cellules qui ont adhere en presence de 
5 100ng/ml de GM-CSF (Leucomax, Sandoz, Basel, Suisse) et 25ng/ml de IL-4 
(R&D Systems, Minneapolis, MN) pendant 7 jours dans du milieu X-VIVO 15 
complements avec 2 % de HA. A des fins de comparaison, on a Sgalement 
cultive des cellules qui ont adhere en presence de 100 ng/ml de GM-CSF et 25 
ng/ml de IL-4 soit dans du milieu RPMI 1640 complements avec 10 % de FCS 

10 (milieu de reference), soit dans du milieu X-VIVO 15 seul ou dans du milieu X- 
VIVO 15 complements avec 5 % de SAB, 5 % de serum autologue ou 5 % de 
plasma autologue. Dans chaque cas, on a ajoutS les deuxieme et quatrieme 
jours du milieu frais contenant GM-CSF et IL-4. Apres 5 jours de culture, on a 
ajoutS du milieu contenant GM-CSF et IL-4 avec du TNF-a (R&D Systems) a 

15 20 ng/ml ou du TNF-a a 20 ng/ml et du PGE2 (Sigma Chemical, St Louis, MO) a 
1 /L/g/ml. Apres 48 h, on a recueilli les cellules et on les a comptSes. Le 
rendement en cellules est donnS dans le tableau I ou on constate que le 
rendement en cellules obtenu en prSsence de GM-CSF et de IL-4 a atteint 12 % 
avec du sSrum AB, 18% avec du plasma autologue, 22% avec du sSrum 

20 autologue et 16 % avec du HA. Le milieu X-VIVO 15-2 % de HA complSmentS 
avec GM-CSF et IL-4 est le milieu le plus efficace pour obtenir des DC 
immatures de qualitS clinique CD14'* aib * e CD83* HLA-DR ++ exprimant de grandes 
quantitSs de CD80 et CD86. 

Comme le montrent Sgalement les rSsultats du tableau I, le sSrum AB, le 

25 plasma autologue et le sSrum autologue ont StS moins actifs que HA pour 
I'obtention in vitro des DC matures. 

Etant donnS qu'une cytaphSrese de 5 heures permet en general de 
rScupSrer 40 a 50 x 10 9 cellules mononuclSes, on a done pu obtenir dans les 
conditions opSratoires de ('invention 6 a 8 x 10 9 DC de fagon reproductible. 

30 Cette quantite de cellules est suffisante pour permettre au moins 6 vaccinations 
avec 10 9 DC. 

La culture de cellules sur milieu X-VIVO 15 seul a StS rSalisSe a partir des 
cellules de cytaphSrese de 8 donneurs mobilisSes par le facteur de croissance 
hSmatopoTStique (G-CSF) ou par le cyclophosphamide et le facteur de 
35 croissance hSmatopoTStique. 
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Pour 5 des 8 donneurs, les cellules cultivees en milieu X-VIVO 15 en 
presence de GM-CSF et d'IL-4 pendant 7 jours avaient une viabilite inferieure a 
65% ce qui n'a pas permis d'analyser leur phenotype et leurs fonctions 
contrairement aux cellules des memes donneurs cultivees en presence de X- 
VIVO 15-2% d'albumine humaine, GM-CSF et IL-4 pendant 7 jours. 

Le milieu X-VIVO 15 seul ne permet pas de generer de fagon reproductible 
des cellules dendritiques immatures. L'addition de 2% d'albumine humaine a 
permis dans tous les cas une generation de cellules dendritiques parfaitement 
viables et fonctionnelles et irreversibles. 
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EXEMPLE 2 : Analyse phenotypiaue par cvtometrie de flux des cellules DC 

Pour caracteriser le phenotype des DC obtenues selon I'exemple 1 , on a 
determine le pourcentage de cellules exprimant CD14, HLADR, CD83, CD80 et 
CD86 par cytometric de flux (FACS) en utilisant les anticorps monoclonaux 

15 suivants : CD1a-PE, CD14-PE, CD36-FITC, CD80-PE, CD83-PE, HLA-DR-FITC 
(Immunotech, Marseille, France) ; les anticorps monoclonaux CCR5-PE, 
CD51/CD61-FITC, CD86-FITC, MR-PE (Pharmingen, San Diego, CA) et les 
anticorps murins IgG apparies suivant I'isotype (Immunotech). 

Le phenotype total des DC obtenus selon I'exemple 1 est similaire a celui 

20 des DC immatures obtenues par culture dans le milieu RPMI en presence de 
FCS (tableau I). En utilisanHe milieu X-VIVO 15 complemente avec du serum 
AB, du plasma autologue ou du serum autologue, le pourcentage des cellules 
CD14 + a ete grandement augmente flusqu'a so% dans du X-VIVO 15-serum 
AB) et les cellules resultantes ont exprime une densite plus faible de HLA classe O 

25 II et de molecules costimulatrices. En revanche, selon le procede de invention, 
c'est-a-dire avec le milieu X-VIVO 15-2% de HA, on a pu obtenir un nombre 
eleve de DC (CD14\ HLA-DR**, CD80 ++ , CD86 ++ ) sans addition de prolines 
xenogenes, de proteines allogenes, d'anticorps humains ou d'antigenes 
tumoraux autologues non identifies. 

30 Des resultats similaires ont ete obtenus avec des AC provenant de quinze 

donneurs, cultivees dans les conditions operatoires de invention, c'est-a-dire 
dans un milieu X-VIVO 15 complemente avec 2 % d'albumine humaine en 
presence de GM-CSF, IL-4 et TNF-a avec ou sans PGE2. Ces resultats figurent 
dans le tableau II. 

35 Le CD83, marqueur specifique des DC matures, a pu etre detecte 

apres 24 h de culture en presence de TNF-a et a atteint un maximum 
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d'expression en 48 h. La combinaison de PGE2 et TNF-a a induit ^expression de 
CD83 jusqu'a 83% de cellules par rapport a 64% avec du TNF-a seul 
(p = 0,007) (tableau II). Les PGE2 ont egalement coopere avec le TNF-a pour la 
regulation en amont de CD80 et CD86 sur les DC (tableau I et tableau II). 
5 Dans une autre serie d'experiences, on a opere dans les memes conditions 

que ci-dessus sauf que le cinquieme jour, on a ajoute la PGE2 sans TNF-a. 

Le pourcentage des cellules CD14* obtenues en presence de 
GM-CSF + IL-4 + PGE2 etait superieur a celui obtenu en presence de GM-CSF 
et IL-4 seuls, ce qui suggere que le PGE2, lorsqu'il est utilise sans TNF-a induit 
10 la reversion d'au moins certaines DC immatures en cellules de type macrophage 
£ bien que le GM-CSF et IL-4 etaient continuellement presents dans le milieu de la 

culture. 

De la meme fagon, quand les DC immatures, obtenues dans du 
X-VIVO 15-2 % de HA complement^ avec GM-CSF et IL-4, ont ete recoltees le 

15 septieme jour, lavees de fagon extensive et cultivees dans le milieu de culture 
sans cytokine pendant 3 jours supplementaires, elles ont de nouveau adhere au 
sac de culture et ont exprime CD14. II s'agit la d'une reversion de ces DC 
immatures en cellules de type macrophage. En revanche, la morphologie 
cellulaire et le phenotype cellulaire des DC matures, produites par addition de 

20 TNF-a seul ou de TNF-a + PGE2, n'ont pas ete affectes de fagon marquee 
apres retrait des cytokines, ce qui indique que la maturation a eu lieu de maniere 
irreversible. 

(I EXEMPLE 3 : Endocvtose par MR 

25 On a etudie I'endocytose au niveau cellulaire des DC obtenues par culture 

de cellules AC mobilisees selon le traitement indique dans I'exemple 1 dans du 
milieu X-VIVO 15 - 2 % HA en presence de GM-CSF et d'IL-4 pendant cinq 
jours. Le cinquieme jour, on a ajoute du milieu frais contenant GM-CSF et IL-4, 
ou GM-CSF, IL-4 et TNF-a ou GM-CSF et IL-4, TNF-a et PGE2. Le septieme 

30 jour, on a determine I'expression de MR, CD36, av|J3 et av£5 par la methode 
d'analyse FACS. 

Pour determiner Texpression du marqueur MR on a opere selon la 
methode decrite par Tarte et al. (27) en utilisant du FITC-dextran pouvant fixer la 
lysine, MM = 40 000 (Molecular Probes Inc., Eugene, OR). On a recueilli les DC 
35 immatures et matures le septieme jour et on les incubees a 37°C pendant 7, 15 
et 30 min ou a 4°C pendant 30 min (fixation de fond) avec 1 mg/ml de FITC- 
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dexlran. On a ensuite lave les DC avec du PBS froid complemente avec 1 % de 
FCS et 0,02 de NaN 3 et on a analyse la fluorescence avec un appareil FACScan. 

La moyenne du pourcentage de cellules positives obtenues par culture des 
AC de six donneurs est indiquee dans le tableau III. 
5 Ces resultats montrent que les DC immatures obtenues dans du X- 

VIVO 15-2 % de HA par culture de 7 jours avec GM-CSF et IL-4 ont largement 
exprime des MR et cette expression a significativement diminue de plus de 50 % 
lors de la maturation des DC induite soit par TNF-a seul (p = 0,03), sort par TNF- 
a + PGE2 (p = 0,03). 

10 L'endocytose du FITC-dextran par les cellules matures obtenues selon 

I'invention avec du TNF-a ou du TNF-a + PGE 2 a profondement diminue par 
rapport aux DC immatures comme cela est montre par la Figure 1 . 

EXEMPLE 4 : Induction de I'apoptose dans les cellules plasrnatiques malianes 
1 5 Pour tester le potentiel phagocytaire des DC obtenues selon le precede de 

Tinvention, on a utilise des cellules tumorales apoptotiques. 

XG-1 est une lignee cellulaire de myelome multiple dont les 
caracteristiques ont ete decrites en detail par Zhang et al. (28). On a incube des 
cellules XG-1 (2,5x10 s /ml) avec 4/Lim/ml de cycloheximide (CHX) dans du 
20 milieu RPMI 1640-10 % de FCS complemente avec 3 ng/ml de IL-6 a 37°C. On a 
enregistre la cinetique de I'apoptose cellulaire en utiiisant une double coloration 
avec le colorant connu sous la denomination Annexin-V FITC (Boehringer 
Mannheim, Meylan, France) et de I'iodure de propidium (PI) (Sigma). Dans un 
premier temps, les cellules apoptotiques ont ete colorees uniquement par 
25 I'Annexin-V 

(Annexin-WPI~) tandis que dans un deuxieme temps, les cellules necrotiques 
ont incorpore egalement du PI en raison d'une perte de I'integrite de leur 
membrane (Annexin-VVPI*). Apres traitement avec le CHX, on a lave les cellules 
tumorales a trois reprises dans du X-VIVO 1 5-2 % de HA avant de les mettre en 
30 coculture avec des DC obtenues selon le mode operatoire decrit a Texemple 1 . 

Les resultats obtenus sont reportes sur la figure 2. Ces resultats montrent 
qu'apres 6 h de culture avec 4 /ug/ml de CHX, 60 % des cellules de myelome 
XG-1 ont montre des caracteristiques de mort cellulaire apoptotique precoce, 
c'est-a-dire une liaison de Annexin-V mais une non-incorporation de PL 
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EXEMPLE 5 : Phaqocytose des cellules apoptotiques 

La phagocytose des cellules apoptiques constitue un autre mode d'entree 
des antigenes et joue un role majeur dans le phenomene d'amorgage croise. 
Recemment, plusieurs recepteurs phagocytaires ont ete identifies sur les DC 
5 obtenues en presence des serums humains et il a ete montre qu'un milieu 
conditionn6 pour des monocytes (MCM), qui conduit a une maturation des DC 
irreversible, regule en aval leur expression (6). 

On a teinte en vert les DC immatures et matures en utilisant du PKH67-GL 
(Sigma) et on les a cultivees pendant 2 h pour permettre la liberation du colorant 

10 non lie. On a teinte en rouge des cellules XG-1 en utilisant du PKH26-GL 
(Sigma) selon les instructions du fabricant avant leur induction pour subir 
I'apoptose par CHX pendant 6 a 8 h. Ensuite, on a cocultive les cellules XG-1 
teintees en rouge avec des DC immatures ou matures teintees en vert dans un 
rapport de 1 :1 dans du X-VIVO 1 5-2 % de HA selon le protocole decrit par Albert 

15 et al. (6) . Apres 90 min a 37°C, on a analyse les fluorescences vertes et rouges 
avec un appareil FACScan. Dans les experiences de blocage, on a 
co-incube les cellules XG-1 et les DC a 4°C. 

Les marqueurs CD36, avp3 et av05 ont ete determines selon la methode 
par marquage par anticorps monoclonaux et cytometrie de flux. 

20 Pour la coloration de avp5, on a tout d'abord incube les cellules avec un 

anticorps mAb primaire av05 (Chemicon Int, Temecula, CA), puis avec un 
anticorps de chevre anti-lg de souris conjugue a FITC (Immunotech). On a 
realise les analyses avec un appareil FACScan (Becton Dickinson). 

Les donnees provenant d'une experience representative parmi 3 sont 

25 representees sur la figure 3. Plus d'un tiers des DC immatures ont englouti des 
XG-1 apoptotiques apres 90 min de coculture. Seuls 10 a 12% des DC 
immatures ont ete teintees deux fois apres coculture avec des cellules XG-1 
non-apoptotiques. La phacocytose des cellules tumorales par des DC immatures 
a ete confirmee visuellement sur des cytospines de cocultures teintees. La 

30 phagocytose a ete completement bloquee a basse temperature (figure 3). 
L'induction de la maturation des DC a produit une diminution de I'activite 
phagocytaire. En effet, seuls 12 % des DC matures obtenues apres addition de 
TNF-a ont internalise les XG-1 apoptotiques apres 90 min de coculture (figure 
3). Une meme diminution de la phagocytose a ete obtenue avec des DC matures 

35 obtenues avec TNF-a + PGE2 (figure 3). 
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Dans les conditions de I'invention, les DC immafures ont exprime des 
quantites elevees de CD36 et d'integrine avp5; en revanche I'integrine av03 n'a 
pas ete detectee comme le montrent les resultats consignes dans le tableau III. 
Ces resultats montrent egalement qu'en presence de TNF-a, les expressions de 
5 CD36 et av£5 ont ete significativement diminuees respectivement de plus d'un 
demi (p - 0,002) et de 20-35 % (p = 0,03). Le PGE2 n*a pas eu d ( effet 
supplemental avec le TNF-a pour la diminution de I'expression des recepteurs 
phagocytaires. 

1 0 EXERflPLE 6 : Reponse aux chemokines des DC 

On a repete Toperation avec six donneurs d iff e rents et on a mesure 
Tintensite moyenne de fluorescence (MFI). Les resultats obtenus figurent dans le 
tableau 4. 

1) detection du recepteur CCR5 

15 Dans ce test, on a utilise Panticorps monoclonal anti-CCR5 (Pharmingen, 

San Diego, CA, USA) pour detecter le recepteur CCR5 qui est un recepteur 

pour les chemokines inflammatoires. 

On a incube les cellules DC matures ou immatures obtenues dans le milieu 

X-VIVO 15 - 2 % HA avec ledit anticorps marque et on a mesure I'expression de 
20 CCR5 pour un donneur. Les resultats sont rassembles dans les figures 4a, 4b et 

4c. 

Dans cet exemple, on a recherche la presence du CCR5 sur les DC 
immatures et les DC matures produites dans du milieu X-VIVO 1 5 - 2 % HA. 

Le CCR5, a ete detectable sur les DC immatures produites dans du milieu o 
25 X-VIVO 1 5-2 % HA mais son expression a ete significativement reduite par une 
incubation de 48 h avec du TNF-a (p = 0,03). Le PGE2 n'a pas induit de 
diminution significative supplemental (figure 4) (p = 0,25). 

2) detection du recepteur CCR7 

Comme aucun anticorps monoclonal n'etait disponible pour mesurer 
30 I' expression de CCR7, on a teste la reponse des DC a MIP-3P dans un essai de 
chimiotactisme. 

On a introduit les DC immatures et matures (2x 10 5 cellules) dans 100 /il 
de RPMI-1 % de HA dans la chambre superieure d'un dispositif de separation de 
cellules constitue de deux chambres de culture cellulaire (une chambre inferieure 
35 et une chambre superieure separ£es par un filtre ayant des pores de 5 ^m 
permettant le passage des cellules migratrices (dispositif Transwell de Costar, 
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Cambridge, MA). Dans la chambre inferieure, on a introduit 600 /jI de 
ELC/MIP-30 dilues a 100ng/ml dans le rneme milieu. Apres une incubation de 
4 h a 37°C, on a recueilli les cellules qui ont migre dans ia chambre inferieure et 
on a comptees au microscope. On a exprime les resultats par le pourcentage 
5 des cellules d'entree qui ont migre dans la chambre inferieure (pourcentage des 
cellules mig rat rices). La migration des DC provenant d'un donneur en I'absence 
et en presence de MIP-3p est representee sur la figure 5A et les resultats 
obtenus avec les DC issues d'AC de 6 donneurs avec MIP-3p sont consignees 
sur la figure 5B. Les DC immatures cultivees avec GM-CSF et IL-4 n'ont pas 

10 repondu a MIP-30 (pourcentage moyen de cellules qui ont migre : 0,7%, n=6). 
L'addition de TNF-a au cinquieme jour a accru significativement la reponse des 
DC (p = 0,002) avec une moyenne de 14,2 % de cellules en migration (n = 6). Le 
PGE2 a agi de fagon synergique avec TNF-a puisque 31 a 67 % (moyenne : 
48,8 %, n = 6) des DC maturees avec TNF-a + PGE2 ont migre jusqu'a la 

1 5 chambre inferieure du dispositif transwell pendant une duree d'incubation de 4 h 
a 37°C (p = 0,002) par rapport aux DC maturees avec du TNF-a. Ceci a ete 
associe a une legere augmentation de la migration spontanee des DC (une 
moyenne de 7 % des DC d'entree a ete trouvee dans la chambre inferieure en 
I'absence de MIP-3P). 

20 

EXEMPLE 7 : Analyse des cytokines 

On a recolte les DC immatures et matures obtenues apres 7 jours de 
culture dans du X-VIVO 15-2% de HA, on les a lavees et on les a etalees a 
raison de 4 x 10 5 /ml dans du RPM1 1640-5 % de FCS avec ou sans cellules L 

25 transferees par 10 5 /ml de CD40L, (fourni par le Docteur Sem Saeland, 
Schering-Plough, Dardilly, France). Lorsque cela etait indique, on a ajoute de 
I'IFN-y humain recombinant (1000 U/ml, R&D Systems). On a recueilli les 
surnageants 24 h a 30 h apres stimulation et on les a stockes a -70°C. On a 
mesure les quantites de IL-10 et p70 IL-12 par ELISA selon le mode op§ratoire 

30 du fabricant (R&D Systems). 

Les DC immatures obtenues avec du GM-CSF/IL-4 n'ont pas produit 
p70 IL-12 mais ont produit des quantites tres elevees de IL-10 apres 
declenchement par CD40 (tableau 5). Uaddition de IFN-y avec la stimulation par 
CD40 a entratne une diminution de 30fois de la production d'IL-10 par des DC 

35 immatures activees par CD40. Uinduction de la maturation des DC avec du 
TNF-a a entraine une diminution dramatique de la production de IL-10 induite 
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par CD40 (reduction moyenne de 10fois) en association avec induction de 
I'expression de IL-12. L'addition de IFN-y a encore inhibe la production de IL-10 
par des DC matures. Ceci est en accord avec les rapports precedents montrant 
que riFN-y pouvait etre un cofacteur pour la production de IL-12 induite par 
5 CD40 (29,30). Toutefois, pour I'echantillon teste des trois autres patients, I'lFN-y 
a reduit la production de IL-12 par DC obtenue en presence de GM-CSF/IL-4 et 
TNF-a. Enfin, rinduction d f une DC totalement mature avec du TNF-a et PGE2 a 
entrame une production reduite de IL-10 et IL-12 apres stimulation par CD40 par 
rapport a TNF-a seul. 

10 

EXECMPLE 8 : Reaction des lymphocytes mjxtes alloaenes (MLR) 

On a purifie des lymphocytes T non actives (HLA DR") a partir de sang 
peripherique de volontaires en bonne sante par deux cycles de selection 
negative en utilisant des microbilles revetues de CD14 et de CD19 (Dynal, Oslo, 

15 Norvege), suivi par un cocktail d'anticorps mAbs CD16, CD5S et HLA-DR 
(Immunotech) et de microbilles d'anti-lg de souris de chevre (Dynal). La purete 
des cellules T CD3 + etait superieure a 97%. On a ajoute des nombres 
progressifs de DC traitees par de la mitomycine (50 /ig/ml) a 1,5x10 5 cellules T 
allogenes dans 200 /il de RPMI-5 % de SAB. Apres 5 jours de culture, on a 

20 mesure la proliferation des cellules T par incorporation de thymidine tritiee 
(1 /jCi/puits) pendant les 12 dernieres heures. On a exprime les resultats par les 
couts moyens par minute (cpm) ± I'ecart type determine dans des putts de 
culture sextuples. 

Les resultats de la figure 6 montrent que la maturation des DC obtenues 
25 dans du X-VIVO 1 5-2 % de HA les a transformees en stirnulateurs des cellules T 
allogeniques aussi puissants que les DC matures produites dans du RPMD-10 % 
de FCS. Le TNF-a seul a donne les memes resultats que ('association de TNF-a 
et PGE2. 
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TalMeau DO 

Amiailys© pheiniollyflllquj® de PC olbteiniues pair ewltair© daims dm mlliem 
XV-HA coim>plemen1t<& avec GM-CSF, DL-4 @2 TMF=a av@e ©u samis PQE2 

5 

Cytokines CD14 HLA-DR CD83 CD80 CD86 

GM/IL-4/TNF 2,6 ±8,2 100 64 ±19 100 100 

Moyenne des %*** ± SD - 299 ±183 44 ±7 140 ±49 251 ±211 
GM/IL-4/TNF/PGE2 1,5 ±4 100 83 ±12** 100 100 

Moyenne des %*** ± SD - 265 ± 124 61 ± 25* 1 90 ± 85 345 ± 271 

* p< 0,01 par comparaison aux cellules cultivees avec GM/IL-4/TNF 
** p< 0,05 par comparaison aux cellules cultivees avec GM/IL-4/TNF 
*** moyenne des % = moyenne des % de cellules positives 
10 GM = facteur GM-CSF 
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Tableau III 
Profil des recepteurs des DC 



Conditions de culture 


Moyenne des % de cellules positives (IFM) 


MR CD36 


avb3 


avb5 


XV-HA GM/IL-4 


98 (233) 88(89) 


0 


87 (43) 


XV-HA GM/IL-4/TNF 


80 (95)* 37 (47)** 


0 


68 (32)* 


XV-HA GM/IL-4/TNF /PGE2 


74(91)* 25(33)** 


0 


58 (36)* 



XV-HA = milieu X-VI VO 1 5 - 2 % HA 

* p < 0,01 par comparaison aux cellules cultivees avec GM/IL-4 
** p < 0,05 par comparaison aux cellules cultivees avec GM/IL-4 
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Tableau W : CCR5 



Conditions de culture 


GM+IL-4 


GM+IL-4+TNF 


GM+IL-4+TNF+PGE2 


Donneur 1 


8 


4 


3 i 


Donneur 2 


12 


6 


5 


Donneur 3 


14 


6 


5 


Donneur 4 


10 


5 


5 


Donneur 5 


10 


4 


4 


Donneur 6 


11 


6 


6 


IFM 


10,8 


5,2 


4,7 




p = 0,03 




p = 0,25 
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Procede pour Pobtention de cellules dendritiques, caracterise en ce qu'il 
consiste : 

1) a cultiver, pendant 4 a 6 jours, de preference 5 jours, des cellules 
mononuclees issues de cytapherese apres mobilisation, dans un milieu 
exempt de serum complement^ avec de I'albumine humaine en 
presence d'un facteur stimulant les colonies de granulocytes- 
macrophages (GM-CSF) et d'une interleukine (IL) bloquant la 
differentiation vers la voie macrophagique ; 

2) a ajouter au milieu de culture du TNF-a et eventuellement un mediateur 
inflammatoire et a poursuivre la culture pendant environ 1 a 4 jours, de 
preference 2 jours supplementaires ; 

3) a recuperer les cellules dendritiques ainsi formees. 

Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que I'interleukine est 
l'interleukine-4 ou l'interleukine-13. 

Procede selon Tune des revendication 1 ou 2, caracterise en ce que le 
mediateur inflammatoire est le facteur de necrose tumorale alpha (TNF-a). 
Procede selon I'une des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que le 
mediateur inflammatoire est le facteur de necrose tumorale alpha (TNF-a) et 
la prostaglandine E2 (PGE2). 

Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracterise en ce 
que les cellules mononuclees sont des cellules mononuclees obtenues par 
cytapherese apres mobilisation par chimiotherapie et/ou par au moins un 
facteur de croissance cellulaire. 

Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en ce 
que le GM-CSF, I'interleukine, le TNF-a et la PGE2 sont chacun utilises a 
raison de 1 a 1 000 ng/ml de milieu. 

Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 6, caracterise en ce 
que I'albumine humaine est utilisee a raison de 1 a 2 % (poids/volume de 
milieu), de preference 2 %. 

Cellules dendritiques irreversibles caracterisees en ce qu'elles sont avp3", 
av05+, CCR5- et CCR7+ 



30 



Utilisation des cellules dendritiques irreversibles av03~, av05+, CCR5" et 
CCR7+ pour la preparation d'un agent d'immunotherapie utile pour le 
traitement de toute maladie impliquant le systeme immunitaire. 




REVENDICATIONS 

1. Procede pour I'obtention de cellules dendritiques, caracterise en ce qu'il 
5 consiste : 

1) a cultiver, pendant 4 a 6 jours, de preference 5 jours, des cellules 
mononuclees issues de cytapherese apres mobilisation, dans un milieu 
exempt de serum complements avec de I'albumine humaine en 
presence d'un facteur stimulant les colonies de granulocytes- 

10 macrophages (GM-CSF) et d'une interleukine (IL) bloquant la 

differentiation vers la voie macrophagique ; Q 

2) a ajouter au milieu de culture du TNF-a et eventuellement un mediateur 
inflammatoire et a poursuivre la culture pendant environ 1 a 4 jours, de 
preference 2 jours supplementaires ; 

15 3) a recuperer les cellules dendritiques ainsi formees. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que I'interleukine est 
Pinterleukine-4 ou l'interleukine-13. 

3. Procede selon Tune des revendication 1 ou 2, caracterise en ce que le 
mediateur inflammatoire est le facteur de necrose tumorale alpha (TNF-a). 

20 4. Procede selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que le 
mediateur inflammatoire est le facteur de necrose tumorale alpha (TNF-a) et 
la prostaglandine E2 (PGE2). 

5. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracterise en ce 

que les cellules mononuclees sont des cellules mononuclees obtenues par o 
25 cytapherese apres mobilisation par chimiotherapie et/ou par au moins un 

facteur de croissance cellulaire. 

6. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en ce 
que le GM-CSF, I'interleukine et le TNF-a sont chacun utilises a raison de 1 
a 1000 ng/ml de milieu. 

30 7. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, caracterise en ce 
que I'albumine humaine est utilisee a raison de 1 a 2 % (poids/volume de 
milieu), de preference 2 %. 
8. Cellules dendritiques irreversibles caracterisees en ce qu'elles sont avp3", 
avp5 + , CCR5- et CCR7+. 
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ete soumis a une chimiotherapie, a savoir a un traitement specifique a Taide d'un 
agent chimiotherapeutique et eventuellement d'un facteur de croissance 
cellulaire, soit de patients presentant une maladie infectieuse, virale ou 
parasitaire qui ont ete traites avec un facteur de croissance cellulaire, tel que les 
5 cytokines, y compris les facteurs de croissance hematopoYetiques. 

A titre d'exemple de facteur de croissance qui peuvent etre utilises pour la 
mobilisation des cellules mononuclees, on peut citer : 

- les facteurs stimulants les colonies de granulocytes (G-CSF), tels que les 
produits connus sous les denominations commerciales « filgrastim 

10 NEUPOGEN » de Amgen-Roche, « Lenograstim GRANOCYTE» de Rhone- 
Poulenc/Chugai ; 

- les facteurs stimulant les colonies de granulocytes-macrophages (GM- 
CSF), tel que les produits connus sous les denominations commerciales 
LEUCOMAX de Scheringj Plough ou le facteur de croissance des cellules 

15 souches (SCF) de Amgen. 

Les cellules mononuclees mobilisees qui sont mises en ceuvre selon 
Tinvention comprennent notamment les monocytes, les lymphocytes, les cellules 
souches hematopoYetiques. 

La mobilisation par chimiotherapie est realisee a Taide de Tagent 
20 chimiotherapeutique approprie au type de cancer presente par le patient, 
donneur des cellules a utiliser dans le procede de Tinvention. On peut utiliser un 
agent chimiotherapeutique quelconque, tel que par exemple le 
cyclophosphamide. 

Les quantites de GM-CSF, d'interleukine, de TNF-a et de PGE2 a utiliser 
25 dans le procede de Tinvention sont celles qui sont habituellement utilisees pour 
les cultures cellulaires. 

On precisera que le GM-CSF peut etre utilise a raison de 1 ng/ml a 
1 000 ng/ml, de preference 50 a 500 ng/ml, avantageusement 100 ng/ml de 
milieu. 

30 L'interleukine est generalement utilisee en des quantites allant de 1 ng/ml a 

1 000 ng/ml, de preference 10 a 50 ng/ml, avantageusement 25 ng/ml de milieu. 

On peut egalement utiliser le TNF-a a raison de 1 ng/ml a 1 000 ng/ml et 
la PGE2 a raison de 10 ng/ml a 10 pg/ml, avantageusement de 20 ng/ml a 
1 |jg/ml. 




B. GM-CSF + IL-4 + TNF 
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C. GM-CSF + IL-4 + TNF + PGE2 
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Figure 5 
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Base du rapport 


II 


□ 


Priorite 


III 


□ 


Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'appiication industrielle 


IV 


□ 


Absence d'unite de I'invention 


V 




Declaration motivee selon Tarticle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'appiication industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 


VI 


□ 


Certains documents cites 


VII 


□ 


Irregularis dans la demande Internationale 


VIII 


□ 


Observations relatives a la demande intemationale 
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1. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande internationale (les feuilles de remplacement qui ont 6t6 remises 
a I'office recepteur en rgponse a une invitation faite conform£ment £ i'articie 14 sont consid£r£es dans ie present 
rapport comme "initiaiement d^posees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'e/ies ne contiennent 
pas de modifications (rdgles 70. 16 et 70. 17)): 

Description, pages: 

1,4-28 version initiale 

2,3 regue(s) le 01/10/2001 avec la lettre du 28/09/2001 

Revendications, N°: 

1 -8 version initiale 

9-1 1 regue(s) le 01/10/2001 avec la lettre du 28/09/2001 

Dessins, feuilles: 

1/6-6/6 version initiale 

2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus Staient a la disposition de I'administration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande internationale a ete depos£e, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de I'administration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1 (b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen pr6liminaire internationale (selon la r&gle 55.2 ou 



3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguSes dans la demande 

internationale (le cas §ch£ant), I'examen pr§liminaire internationale a 6t6 effectuS sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ult6rieurement k I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par 6crit et fourni ult6rieurement ne va pas au-del& 
de la divulgation faite dans la demande telle que depos6e, a 6te fournie. 



55.3). 
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□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous d^chiffrable par ordinateur sont identiques a 
celles du listages des s6quences Presents par ecrit, a et6 fournie. 

4. Les modifications ont entrain^ I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a 6t6 formula abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont 6te considdrees 

comme allant au-dela de I'exposS de I'invention tel qu'il a 6te d6pos6, comme il est indiqu6 ci-apres (regie 
70.2(c)): 

(T oute feu/l/e de remp/acement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 



6. Observations comptementaires, le cas 6cheant : 



V. Declaration motivee selon Tarticle 35(2) quant a la nouveaute, I'activlte inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 1-11 

Non : Revendications 

Activite inventive Oui : Revendications 

Non: Revendications 1-11 

Possibilite d'application industrielle Oui: Revendications 1-9 

Non : Revendications 10,11: pas d'opinion 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 
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1. Documents cites 

II est fait reference aux documents suivants: 
D1 : TARTE K ET AL: 'Generation of virtually pure and potentially proliferating dendritic 
cells from non-cd34 apheresis cells from patients with multiple myeloma.' BLOOD, 
(1997) 90, p. 3482-95 

D2: WO 98 53048 A (THE GOVERNMENT OF THE UNITED STATES OF AMERICA) 26 

novembre 1998 (1998-11-26) 
D3: TARTE K ET AL: 'Clinical-grade functional dendritic cells from patients with multiple 

myeloma are not infected with Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus.' BLOOD, 

(15 MAR 1998) 91, p.1 852-7 
D4: FRESHNEY R.: 'Culture of animal cells' 1987, ALAN R. LISS, INC., NY,US, p. 

154920 

2. Concernant le point V 

Declaration motivee selon la regie 66.2(a)(ii) quant a la nouveaute, I'activite 
inventive et la possibility d'application industrielle; citations et explications 
a I'appui de cette declaration 

2.1 . Les revendications 1 a 9 ont pour objet un procede d'obtention de cellules 

dendritiques dans un milieu exempt de serum complements avec de Talbumine 
humaine en presence de GM-CSF, d'une interleukine et de TNF-a et les cellules 
ainsi obtenues. 

D1 et D3 decrivent tous deux des precedes d'obtention de cellules dendritiques 
qui utilisent les memes conditions et le meme milieu de culture (X-VIVO) en 
presence de 100ng/ml GM-CSF, de 25ng/ml d'IL-4 ou d'IL-13 et de 20ng/ml de 
TNF-a (D1: p.3491, dernier paragraphe-p.3492, premier paragraphe et figs.12 et 
13; D3: p. 1853, colonne de gauche et p. 1854, fig.1). La seule caracteristique 
technique qui differencie le milieu de D1 et D3 du milieu revendique est I'absence 
d'albumine humaine. 

L'albumine humaine n'est cependant pas indispensable a la production de cellules 
dendritiques. L'addition d'albumine n'est pas non plus associee a un effet 
technique inattendu. En effet, le tableau 1 de la description montre que I'utilisation 
de serum XV-HA n'aboutit ni a un rendement, ni a une viabilite plus elevee des 
cellules dendritiques par rapport a d'autres milieux. 

La methode de culture revendiquee ne represente done qu'une alternative aux 
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methodes deja connues dans Tart sans avantage technique specifique. 

Par consequent, I'objet des revendications 1 a 9 manque d'activite inventive (Art. 

33(1) et (3) PCT). 

2.2. Les revendications 10 et 1 1 ont pour objet des procedes de traitement 
therapeutique utilisant lesdites cellules dendritiques. 

L'idee d'utiliser des cellules dendritiques pour le traitement de maladies 
immunitaires n'est pas nouvelle et deja suggeree et decrite dans plusieurs 
documents: 

D1 decrit la preparation de cellules dendritiques dans un milieu exempt de serum 
et suggere que les cellules dendritiques ainsi obtenues pourraient etre utilisees 
comme cellules presentatrices d'antigenes pour des peptides specifiques dans le 
traitement de cancer pour generer une reponse antitumorale chez les patients 
traites (p.3494). 

D2 decrit I'utilisation de cellules dendritiques ex vivo ou in vivo pour generer une 
reponse immunitaire chez un patient contre une tumeur ou un virus (p.34, 1.1 1- 
p.37, I.26 et p. 53-54, exemple 3). 

La seule caracteristique technique qui differencie I'application de Tart de la 
technique anterieure semble la encore etre I'utilisation d'albumine humaine. 
L'objet des revendications 1 1 a 13 n'est done egalement pas inventif pour les 
raisons indiquees ci-dessus (Art. 33(1) et (3) PCT). 

2.3. La presente Administration considere que I'objet des revendications 10 et 1 1 est 
vise par les dispositions de la regie 67.1 (iv) PCT. C'est pourquoi il ne sera pas 
emis d'opinion quant a la question de savoir si I'objet de ces revendications est 
susceptible d'application industrielle (article 34(4) a) i) PCT). 
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Lorsqu'elles sont exposes a des signaux de maturation, donnes 
principalement par les antigenes, les cytokines inflamrnatoires ou les produits 
bacteriens, les DC perdent leurs capacites phagocytaires et endocytaires (5,6) 
mais accroissent 1'expression du complexe majeur d'histocompatibilite (CMH) de 
5 classe I, du CMH de classe II. 1'expression de CD80 et CD86 et deviennent de 
tr£s puissantes cellules presentant des antigenes (APC). Le passage du stade 
immature au stade mature est associe a ['expression des recepteurs des 
chemokines.. Les DC matures ont une expression diminuee de CCR1 et CCR5, 
qui sont Jes recepteurs des chemokines inflamrnatoires, les proteines 

10 inflamrnatoires de macrophages MIP-1a, MIP-1(3 et RAIMTES. et de fa$on 

... concomitante,, elles ont une expression augmentee de CCR7. qui est le r§cepteur 
pour !e ligand E1B (ELC)/MIP-3p, lequel est exprime de fafon constitutive dans 
les organes lymphoTdes secondares (7-9). Ces changements dans I'expression 
des recepteurs des chemokines sont importants pour ia circulation in vh/o des 
-_ 15 DC. Les DC immatures.sont recrutees par, les chemokines inflamrnatoires dans 
• les s]tes^d'ernree\des> antigenes. Apres activation par. les antigenes et stimuli 
inflamrnatoires, elles perdent les recepteurs CCR1 et CGR5 et" 'acquterent 
('expression-- de v CCR7-. Les DC matures peuvent ensuite entrer dans ies 
vaisseaux lymphatiques.et migrer vers les ganglions lymphatiques afferents ou 

20 elles presentent des epitopes derives d'antigenes pour les lymphocytes naifs et 
les lymphocytes m£moires presents dans ces ganglions. 

Ainsi, on a deja propose de les utiliser en tant que vecteurs pour des 
vaccinations- anti-tumorales (10). R§cemment. Nestle et al. ont montre que 
Tinjection -intralymphatique de DC immatures activees avec des peptides 

25 tumoraux ou des lysats cellulaires tumoraux ont pu provoquer une reponse 
fmmunitaire anti-melanome (11). 

L'utilisation de cellules dendritiques A des fins d'immunotherapie n£cessite 
plusieurs. millions de cellules a plusieurs reprises. De plus, ces cellules doivent 
etre capahles de circuler dans le corps humain de maniere selective vers les 

30 ganglions pour que le traitement soit efficace. II importe 6galement de disposer 
de cellules engagees de 'fagon irreversible dans la voie de differentiation 
dendritique, cest-3-dire de cellules matures qui ne soient pas susceptibles de se 
transformer dans Torganisme en macrophages. 

Plusieurs etudes concernant la modulation des recepteurs des chemokines 

35 ont ete realisees avec des DC obtenues par culture dans un milieu contenant du 
s£rum de veau fetal (FCS), voir notamment WO98/53048. Or, les antigenes 
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xenogenes peuvent etre immunodominants et peuvent g§ner le developpement 

de I'immunite anti-turnorale specifique. 

Differerrtes equipes de chercheurs se sont done concentrees sur la 

production de DC derivees de monocytes dans des milieux exempts de FCS en 
5 utilisant des milieux complementers avec 1 d 10 % de plasma autologue (12-17), 

de s6rum autologue (18) ou d'un pool de serums humains AB (13.19-22,31). 

Toutefois, mSme le s£rum autologue peut poser un probleme puisqu'il contient 

de nombreuses proteines, en particulier des anticorps (23) qui peuvent modifier 

la voie de fixation et de modification intracellular des antigenes. De plus, 
10 certains .antigenes tumoraux de type MUC-1 dans plusieurs cancers ou 

rirnmunoglobuline monoclonale dans le myelome multiple, sont presents dans le 

serum a des taux eleves et variables, ce qui peut affecter une presentation 

reproductible par les DC. 

Pour- toutes ces. raisons, des proc6des d'obtention de DC capabtes 
15 d'activer les lymphocytes T dans des milieux exempts de serum ont ete proposes 

(24-26). 

Les demandes Internationales W098/23728. WO98/06823 et WO98/06826 
..decrivent egalement des procederd'obtention des cellules dendritiques -dans des 
: * milieux exempts- de serum. La demande Internationale WO98/06826 d6crit entre 
20 - autre I'utilisation d'un milieu exempt de s6rum, le milieu X-VIVO 15 complements 
avec 1% d'albumine' humaine (HA). II est precise dans cette demande que 
^utilisation de 1% de HA n'ameliore pas de fafon significative la croissance des 
cellules, leur phenotype ou leur capacite stimulante. De plus. I'expression de 
CD86 est augmentee au bout de 14 jours de culture dans un tel milieu. 
25 On a maintenant trouve. de fa^on surprenante, que Ton peut obtenir des 

quantites importantes de- cellules dendritiques. qui peuvent etre utilisees en 
- immunotherapie par culture de cellules monohuclees particulieres dans un milieu 
- exempt de s§rum convenablement complemente avec de Palbumine humaine en 
presence- d'un facteur stimulant la formation de colonies de granulocytes 
30 macrophages (GM-CSF) et d'une cytokine, en particulier l'interleukine-4 (IL-4) ou 
Pinterleukine-13 (IL-13) puis en presence d'au moins un mediateur inflammatoire. 
:tel*que par exemple le facteur de necrose tumorale alpha (TNF-a). 

Ainsi le proc6d6 de I'invention consiste : 
1) ^ cultiver pendant 4 a 6 jours, de preference 5 jours des cellules mononuclees 
35 issues " de cytapherese apres mobilisation dans un milieu exempt 
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REVENDICATIONS 

1, Proc£d6 pour I'obtention de cellules dendritiques, caracterise en ce qu'il 
consiste : 

5 1) a cultiver. pendant 4 3 6 jours, des cellules mononuclees issues de 

cytapherese apres mobilisation, dans un milieu exempt de serum 
complements avec de Talbumine humaine en presence d'un facteur 
stimulant !es colonies de granulocytes-macrophages (GM-CSF) et d'une 
interleukine (IL) bloquant la differentiation vers la voie macrophagique ; 
10 2) a ajouter au milieu de culture du TNF-a et eventuellement un mediateur 

inflammatoire et a poursuivre la culture pendant environ 1 a 4 jours 

supplementaires ; 
. - : 3) a recuperer les cellules dendritiques ainsi formees. 

2. - ProcSde selon la revendication 1, caract6ris6 en ce que la culture de I'etape 
1 S 1) est realisee pendant 5 jours et ceile de I'etape 2) pendant 2 jours ; 

3- Procede selon Tune" des revendications 1 ou 2. caracterise en ce que 
I'interieukine est l'interleukine-4 ou I'interleukine-13. 
. - _ 4^ .„ Procede selon Tune quelconque des revendication 1 a 3, caract£ris6 en ce 
• . que le.^mediateur inflammatoire est le facteur de necrose turaorale alpha 
20 (TNF-a). - : 

5-" Prdced§ selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce 
quele mediateur inflammatoire est le facteur de necrose tumorale alpha 
(TNF-a) et la prostaglandine E2 (PGE2). 

6. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en ce 
25 que les cellules mononuclees sont des cellules mononuclees obtenues par 

cytapherese apres mobilisation par chimioth^rapie et/ou par au rnoins un 
facteur de croissance cellulaire. 

7. Procede selonTune quelconque des revendications 1 a 6. caract6ris£ en ce 
- que le GM-CSF. Tinterieukine et le TNF-a sont chacun utilises a raison de 1 

30 a 1000 ng/ml de milieu. 

8. Proofed^ selon Pune quelconque des revendications 1 a 7, caracterise en ce 
que I'albumine humaine est utilisee a raison de 1 £ 2 % (poids/volume de 
milieu). 

35 
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9. Procecte selon Tune quelconque des revendications 1 a 8, caracterise en ce 
que Talbumine humaine est utilisee a raison de 2 % (poids/volume de 



10. Procede de traiternent immunotherapeutique, caracteris6 en ce qu'il 



1) a prelever a un patient a traiter des cellules mononuclees par 
cytapherese apres mobilisation par chimiotherapie et/ou avec un facteur 
de croissance cellulaire et eventuellement congelation/decongelation ; 
. 2) a cultiver, pendant 4 a 6 jours, des cellules mononuclees issues de 
cytaph6r6se aprfes mobilisation, dans un milieu exempt de serum 
compl6mente" avec de Talbumine humaine" en presence d'un facteur 
stimulant les colonies de granulocytes-macrophages (GM-CSF) et d'une 
interleukine (IL) bloquant la differentiation vers la voie macrophagique ; 
3) £ ajouter au milieu de culture du TNF-a et eventuellement un mediateur 

iDflammatoire et .a. poursuivre la culture pendant environ 1 a 4 jours 

. supplementaires en les activant par des antigenes : specifiques ; 
~ 4) a*r6cup£rer les cellules dendritiques ainsi formees et activees. 
S)— a r&injeeter iesdites cellules dendritiques audit patient 
11. Precede selon la revendication 12, caracteris6 en ce que Iesdites cellules 
dendritiques sont congelees/decongelees avant d'etre reinject^es audit 
patient. 



milieu). 



consiste : 



• 
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